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Zebrafisken som modellorganism

Zebrafisken ar en tropisk sotvattensfisk som tillhor familjen karpfiskar. I naturen forekommer
arten foretradelsevis i omradena i och runt Indien. Det ar en aktiv stimfisk som trivs i lugna
vattendrag som t.ex. dammar och risfalt.

zebrafisken des namn. Hanen (6vre) ar langsmal medan honan (nedre) har tjockare buk.

Fullvuxen ar zebrafisken ca 3-5 cm lang. Den genomsnittliga livslangden i fangenskap &r ca 3
ar. Zebrafiskar leker helst under de tidiga morgontimmarna. Arten ar en "romrévare”, d.v.s.
de ater upp sin rom. De lagger darfor sina dgg i tat vegetation for att skydda dem. Vid odling
later man zebrafiskarna lagga sina dgg i sarskilda lekakvarier som separerar dggen fran de
vuxna djuren. Kullarnas storlek varierar men uppgar ofta till 300-400 embryon.

Embryonalutvecklingen

Zebrafiskens utveckling ar mycket lik embryogenesen hos hdgre vertebrater, sasom
manniskor. Till skillnad fran daggdjur sa utvecklas zebrafiskembryos utanfor honan vilket gor
det mojligt att studera védxande embryos i deras “naturliga” miljo. Detta underlattas ytterligare
av att embryona &r genomskinliga under den forsta tiden.

Den embryologiska utvecklingen ar mycket snabb. Inom 24h har de flesta organ bildats och
efter 3 dagar klacks embryona ur sin skyddande hinna och bérjar leta efter mat. Efter 3-4
manader ar zebrafisken sexuellt mogen och kan generera ny avkomma.
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Zebrafiskens utvecklingsstadier: hpf = timmar efter befruktning. Omarkerad skala indikerar 0.5 mm.
(Bild tagen fran http://www.nwfsc.noaa.gov).
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Zebrafisken som modellorganism

Zebrafisken har simmat upp som en vanlig modellorganism. Orsakerna till detta ar manga.
Bland annat kan ndmnas att den externa utvecklingen gor det latt att manipulera embryon,
genomskinligheten gor det enkelt att folja utvecklingen utan att alltfér mycket interagera med
embryot. Zebrafiskens storlek gor att det gar att halla manga djur pa en liten yta och darmed
dras kostnaderna ned. Eftersom det &r en vertebrat ar det mer troligt att processer fungerar pa
ett liknande satt som i hogre vertebrater, sasom manniska, an om jamforelser gérs med andra
modellorganismer t.ex. Drosophila eller C. elegans. Zebrafiskgenomet delar ca 70% homologi
med det manskliga genomet.

Det finns manga mutanter tillgangliga som har paverkad utveckling och vissa fungerar som
modeller for manskliga sjukdomar. Dessa mutanter kan hjélpa oss att forsta de genetiska
natverk som ligger bakom manga processer under utvecklingen bade vad galler zebrafisk och
manniska.

Vanliga tekniker

Tekniker som anvands i zebrafisk fokuserar pa tva omraden: manipulation och visualisering.
P.g.a. den externa utvecklingen &r det enkelt att exponera embryot for molekyler t.ex.
injektion av lakemedel, gifter, DNA, RNA eller morpholinos. En morpholino &ar en syntetisk
oligonukleotid som designas specifikt mot mRNA producerat av en gen. Morpholinon
injiceras in i embryot pa en-cellstadiet och binder till MRNA och forhindrar proteinuttryck. Pa
det hdr viset kan man studera avsaknaden av en genfunktion i upp till fem dagar. Ett véxande
omrade ar screening av lakemedel eller miljogifter. Zebrafisken kan ta upp manga amnen
direkt genom huden. Den lilla storleken gor att sma méangder av molekylerna behovs och
manga djur kan screenas parallellt. Dessa egenskaper gor zebrafisken till ett mycket
kostnadseffektivt alternativ till dessa tester.

Genom introducering av ett designat konstrukt, som utrycker ett fluorescerande protein styrt
av en specifik promotor, in i embryot kan processer foljas visuellt. Om konstruktet integreras
in i arvsmassan i konscellerna har en transgen fisklinje producerats. Det finns en rad transgena
zebrafisklinjer som anvénds for att studera olika processer inuti och mellan celler.

"!h(

Bild pa ett transgent zebrafiskembryo som uttrycker GFP under flila promotorn. GFP uttryck ses i
blodkérl samt vissa delar av kaken.

En bild tagen i konfokalmikroskop pa en transgen med GFP uttryckt under en collagen-promotor.
Uttryck visas i galbagar och notochord. (Bild: Judith Habicher)

En bra artikel som tar upp och forklarar flera olika metoder i zebrafisk finns pa:
http://www.labome.com/method/Current-Methods-in-Zebrafish-Research.html



http://www.labome.com/method/Current-Methods-in-Zebrafish-Research.html
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Nedan listas nagra filmer och bilder som kan anvindas vid studier av
zebrafisk:

Embryonalutvecklingen hos zebrafisk
Det finns manga filmer man kan anvénda for att titta pa de tidiga utvecklingsstadierna nedan
foljer nagra.

1.

http://www.youtube.com/watch?v=-f3C7fhSjR4

Filmen visar zebrafiskutvecklingen fran en-cellstadiet till 32-cell stadiet.
Reference. N. Olivier et al Science 20 August 2010: vol 329 no 5994, pp. 967-971

2.

http://www.youtube.com/watch?v=P5yoVT6AGZQ

Filmen visar zebrafiskutvecklingen fran sphere (4 hpf) till 17 somite stadiet (17,5 hpf). Filmen
visar formering av huvudet med inmérkta celler.

3.

http://www.youtube.com/watch?v=moL5C8SjeJU

Filmen visar delningar och morfologiska forflyttningar under zebrafiskutvecklingen. Den
startar pa en-cellstadie och slutar pa ca 17 somite stadiet (ca 17 timmar efter befruktning).

Embryonalutveckling hos andra djur
Det finns ocksa filmer som visar embryonalutvecklingen hos andra djur.

http://www.youtube.com/watch?v=0TppmGE YVv0s
Den tidiga embryonala utvecklingen & mycket lik om man jamfér mellan olika vertebrater. |
denna lank visas en stillbildsfilm pa en kycklings utveckling fran agg till kyckling.

Den tidiga embryonalutvecklingen hos zebrafisken samlad i en artikel
Pa natet finns en artikel fran Science, 2008 dar de pa olika satt har filmat den tidiga
embryonalutvecklingen hos zebrafiskar. http://www.embl.de/digitalembryo/fish.html.

Forklaringar till bilderna:

For att forsta filmerna som finns i artikeln kan man borja med att titta igenom stillbilderna
(http://www.embl.de/digitalembryo/fish.html#Figures ). En kort férklaring till bild 2, 3, 5, 6,
och 8 ses nedan.

Bild 2.
Avbildning och konstruering av zebrafiskens embryogenes (Keller et al , Science 2008)
A. Max-intensitet projektion (vanster) och digital rekonstruktion (hoger) av ett vildtyps
zebrafisk embryo som &r inmarkt med ett fluoroscerande protein i kdrnan (movie 2 och
3). Bilden visar hur embryot ser ut vid olika tidpunkter och utvecklingsstadier.
Féargkoder visar rorelsehastigheter: 0 um/min = cyan, 1.2 um/min = orange. Skalstreck
100 pm.


http://www.youtube.com/watch?v=-f3C7fhSjR4
http://www.youtube.com/watch?v=P5yoVT6AGZQ
http://www.youtube.com/watch?v=moL5C8SjeJU
http://www.youtube.com/watch?v=OTppmGEYv0s
http://www.embl.de/digitalembryo/fish.html
http://www.embl.de/digitalembryo/fish.html#Figures
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B-D. Nérbilder fran inramningar i A visar subcellular uppl6sning av olika delar av
embryot. Skalstreck i B, 10 um och i C och D, 30 um.
E. Kérnans morfologi i en delande blastomere fran movie S7. Skalstreck, 10 pum, t, time.

Bild 3.
Sparning och detektion av celler vid celldelningar i det digitala embryot.

A. Mikroskopdata (hogra delen av embryot, animal vy, maxprojektion) och digitalt
embryo (vanstra delen av embryot) med fargkodade migrationsriktningar (movie S9).
Fargkod: dorsal migrering (cyan), ventral migrering (grén), mot eller bort fran
kroppsaxeln (red eller gul), mot gulesacken (rosa).

B. Delande celler (roda) och deras doterceller (bld). Film S10 och fig S6B visar hela
perioden mellan 1.7 -6.7 timmar efter befruktning. Gul, rod och gra 6verlaggning visar
utvecklingen av de perifera vagorna av celldelning under delningscykel 12 (pilar visar
riktningen pa de perifera vagorna: t0 = 216 min, se aven fig 4).

Bild 5.

Mesendodermets internalisering och migration i den dorsala och ventrala hemisfaren.

Vyer framifran och fran sidan pa skivor av den dorsala (shield region, hdger) och ventrala
(mittemot shield, vanster) hemisfaren. Fyra cellpopulationer sparades (film S16): grona eller
gula karnor ar i tidig eller sen embolisk vag, bla kéarnor ar i den framre delen av epiboly och
rosa karnor ar inte internaliserade. Orange och vita pilar indikerar hypoblast och epiblast
cellrorelser. Skalstreck, 100 pum.

Det ar lattare att forsta bilden och de olika stadierna om man jamfor med panelen av
zebrafiskstadier’ som finns vi a en lank l&angst ber i detta dokument.

Bild 6.

En modell av hur mesendoderm bildas i zebrafisk. Hypoblasten bildas i en synkroniserad
internaliseringsvag runt hela embryokroppen ("deposition™). Pa den dorsala sidan, blir
internaliserade celler fordelade langs med hela framtida kroppsaxeln ("stretching”). Pa den
ventrala sidan, forflyttar sig den internaliserade ringen av hypoblastceller mot

den vegetativa polen. Ringen stangs vid den vegetativa polen ("zippering™) och avslutar
bildningen av hypoblasten. Orange pilar indikerar hypoblastens cellrorelser. gra pilar
indikerar epiboly.

Bild 8 (supplementary fig 2): Immunofarging mot acetylerat tubulin vilket visar nervsystemet
pa en Medaka fisk. A. Huvudvy, visar forhjarna, mellanhjarna, bakhjarna och vanstra 6gats
retina. B. Helkroppsvy i olika vinklar. Uppifran: dorsal (ryggvy), lateral (sidovy) och ventral
(bukvy).

Forklaringar till filmerna:

Movie 2 visar hur cellerna migrerar i den tidiga embryonalutvecklingen. Ett zebrafiskembryo
i en-cellstadiet injicerades med H2B:eGFP mRNA. H2B &r en gen som uttrycks i kdrnan av
alla celler och introduktion av H2B:eGFP mRNA innebdr att alla celler kommer fa GFP
(green fluorescent protein) uttryckt i cellens kdrna. Filmen snabbspolar igenom den tidiga
utvecklingen fran 64-cellstadiet till 17 somite stadiet vilket motsvarar ca 17 timmar efter
befruktning. Embryot ar filmat fran tva olika vinklar, den animala hemisfaren (den Gvre delen
av embryot som innehaller sma snabbt delande celler) och den vegetativa hemisfaren (den
nedre delen av embryot med storre mer langsamt delande celler).
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Movie 3: Rekonstruering av embryoutvecklingen hos zebrafisk

I movie 3 har man digitaliserat cellerna i movie 2 och sedan farglagt dem beroende pa
migreringshastighet. Karnor markta orange har en medelhastighet pa 1,2 um/min eller mer,
medan en blaaktig karna i det narmaste star still. Mellanliggande hastigheter visas genom
linjér interpolering langs farggradienten.

Movie 4 visar istéllet en mutant zebrafisks utveckling ur dorsal (ryggperspektiv, visar huvudet
och dvre ryggdel) och ventral (bukperspektiv, visar svansdel) vinkel. Om man jamfor
huvudets struktur i movie 2 och movie 4 sa kan man se att mutanten har en mindre kompakt
struktur, vilket beror pa att cellerna inte har migrerat till ratt position. Bilden nedan visar hur
mutanten i filmen ser ut 22 timmar efter befruktning jamfért med ett vildtypsembryo.

MZoep

G0

vanstra bilden: moep mutant, 22 hpf (Londin et al 2005).
Hogra bilden: vildtypsembryo, 22 hpf (Kimmel et al 1995).

Movie 7 visar den animala delen av det tidiga embryot, dvs den delen som har celler med hdg
celldelningshastighet som ska bilda embryot (véanster bild: vy uppifran, hdger bild: vy fran
sidan). Embryot injicerades i en-cellstadiet med H2B:eGFP mRNA. Filmen startar 1.6 timmar
efter befruktning da embryot &r i 6vergangen mellan 32- och 64-cellstadiet och slutar da
embryot ar ca 18 timmar gammalt. VVid 1100 min ser man huvudet och den Ovre delen av
ryggen i den vanstra filmen och embryots rygg fran sidan i den hogra filmen.

| Movie 11 har man gjort bakatkompilering av hur cellerna som ska bilda retinan forflyttar sig
under den tidiga utvecklingen. Celler som ska bilda dgats retina har fargats in roda medan
ovriga celler i det digitala embryot ar gra. Cellerna identifierades da de hade natt sin position i
ogat och deras forflyttning sparades bakat for att kunna folja hur de celler som ska bilda 6gat
uppfor sig under utvecklingen.

Filmer pa olika organ hos zebrafisk

Zebrafiskens hjarta.

http://www.youtube.com/watch?v=Hc9TmAXoSEY

I filmen ar myokardiet (hjartmuskulaturen) fargat gront medan blodkérl och endokardium
(den hinna som skiljer myokardiet och blodet) ar fargat rott.

Nervceller.

http://www.youtube.com/watch?v=sUL80Ehkvv0

Filmen visar en nervcell fran en zebrafisk i en cellkultur. Man ser den dynamiska processen
da axonens “spetscell” aktivt soker av omgivningen for att finna de signaler som dirigerar var
den ska migrera.



http://www.youtube.com/watch?v=Hc9TmAxoSEY
http://www.youtube.com/watch?v=sUL8oEhkvv0
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Immunfdrsvaret hos en zebrafisk.

http://www.youtube.com/watch?v=pqtSuCA0ZjY

Filmen dr tagen under 13 timmar och visar svansvavnad med en sarskada hos en 3 dagar
gammal zebrafisklarva. De infargade grona cellerna &r neutrofiler vilka kan ses vandra mot
den skadade svanstippen.

Bildandet av zebrafiskens sidolinje.
http://www.youtube.com/watch?v=IpmHr8Q3I-Y

Sidolinjen i zebrafisk ar ett kdnselorgan som bestar av kansliga receptorer placerade langs
med fiskens sida. Receptorerna hjélper dem upptéacka rorelser och vibrationer i omgivningen.
Filmen visar i hog forstoring under 4 timmar hur dessa celler migrerar 1angs med kroppen for
att bilda zebrafiskens sidolinje.

Bilden visar hur sidolinjen I6per langs med zebrafiskens kropp. Den bdrjar bakom 6rat och rér
sig mot svansen och lamnar ett spar som ar ca 2-celler brett. Med jamna mellanrum
uppkommer sma cellklustrar som med tiden utvecklas till harcellsorgan, vilket visas i bilden
till hoger. (bild tagen fran http://www.scienceinschool.org, visas med tilstand av Darren
Gilmour, EMBL)

Ovningar pa den tidiga embryonalutvecklingen som kan anviindas i skolan

http://zfic.org/virtual%20experiments/index.html
Det finns en webbsida som heter ZFIC, Zebrafish in the Classroom http://zfic.org/
Pa den sidan finns det tva virtuella experiment som man kan lata eleverna genomfora.

Den ena 6vningen heter Developmental Staging Experiment. En 6vning dar
embryonalutvecklingen forklaras och dar eleverna sedan ska lagga bilder pa olika stadier av
zebrafiskens embryonalutveckling i ordning.

Den andra 6vningen heter casanova Mutation Experiment Dar kan man se hur mutationer
paverkar hjartbildningen i en zebrafisk. Tyvarr tar det ganska lang tid att ladda upp filmerna i
den Gvningen sa det &r bra att gora det innan man borjar.

Exempel pa undersokningar som har gjorts pa zebrafiskar

http://www.jove.com/video/3781/infection-of-zebrafish-embryos-with-intracellular-bacterial-
pathogens

I den hér lanken infekteras zebrafiskar med patogena bakterier for att forsta hur
immunsystemet reagerar pa infektionen. Makrofager som uttrycker GFP och bakterier som
uttrycker dsRed gor det enkelt att, i mikroskop, folja dess beteende under infektionen.



http://www.youtube.com/watch?v=pqtSuCA0ZjY
http://www.youtube.com/watch?v=IpmHr8Q3I-Y
http://www.scienceinschool.org/
http://zfic.org/virtual%20experiments/index.html
http://zfic.org/
http://zfic.org/virtual%20experiments/stage1StagingBackground.html
http://zfic.org/virtual%20experiments/geneticmutations.html
http://zfic.org/virtual%20experiments/geneticmutations.html
http://www.jove.com/video/3781/infection-of-zebrafish-embryos-with-intracellular-bacterial-pathogens
http://www.jove.com/video/3781/infection-of-zebrafish-embryos-with-intracellular-bacterial-pathogens
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Har kan det handa att elever reagerar pa metoden vilket ger mojlighet att ta upp ™ Cell- och
molekylarbiologins anvandningsomraden. Mojligheter, risker och etiska fragor”.

Andra artiklar

Inflammation paverkar konet hos fiskar:
http://forskning.se/nyheterfakta/nyheter/pressmeddelanden/inflammationpaverkarkonethosfisk
ar.5.624551a313a0929443b28f.html

En artikel inford i forskning.se 2012-10-04.

Nya rén om zebrafiskens sjalvlidkande hjérta:
http://sverigesradio.se/sida/artikel.aspx?programid=406&artikel=3580983
Publicerat fredagen 26 mars 2010 pa Vetenskap & miljo. Sverigesradio

Panel av bilder pa olika zebrafiskstadier

https://medschool.vanderbilt.edu/pattonlab/zebrafish

http://www.ece.ucsb.edu/~sandeepkbhat/downloads.html



http://forskning.se/nyheterfakta/nyheter/pressmeddelanden/inflammationpaverkarkonethosfiskar.5.624551a313a0929443b28f.html
http://forskning.se/nyheterfakta/nyheter/pressmeddelanden/inflammationpaverkarkonethosfiskar.5.624551a313a0929443b28f.html
http://sverigesradio.se/sida/artikel.aspx?programid=406&artikel=3580983
https://medschool.vanderbilt.edu/pattonlab/zebrafish
http://www.ece.ucsb.edu/%7Esandeepkbhat/downloads.html
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