Zebrafish - a successful model in
biomedical research

Joana Monteiro

Fish Platform at Champalimaud Foundation

Email: joana.monteiro@research.fchampalimaud.org



mailto:ana.certal@research.fchampalimaud.org

O meu nome é Zebra, Peixe-zebra

Danio rerio
~3-4 cm

Cardumes

Origem: Sul da Asia (India, Bangladesh)

Cursos de agua doce com pouca corrente
e pouca profundidade

Muito tolerantes a diferentes condicOes ambientais (T°C, salinidade)

Omnivoros (zoo/fitoplancton, insectos, crustaceos)



Habitat natural do peixe-zebra
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Habitat natural do peixe-zebra

Video available at: https://vimeo.com/200660695




“Habitat” do peixe-zebra em cativeiro
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. . . Chicken
Simplicidade Tetrapods 360
VERTEBRATES h Xenopus
Complexidade Teleosts
Zebrafish
Drosophila
INVERTEBRATES
C.elegans

Wheeler GN and Brandli AW (2009)



https://www.xenbase.org/literature/article.do?method=display&articleId=39682
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Porqué o peixe-zebra?

1. Pequeno tamanho & schooling

2. Ciclo de vida curto
3. Rapido desenvolvimento embrionario

4. Facil reproducéo em cativeiro | Screens em grande escala
— (geneticos, quimicos)

—_—

5. Fertilizacao externa

- Imagiologia de alta qualidade,
- _ _ gualie
6. Embrides oticamentente transparentes [ S'MPles € pouco invasiva

—

7. (Atualmente: muitas ferramentas celulares, moleculares, genéticas disponiveis)



Streisinger, G.

Kimmel, C.B.

Os Pioneiros

Nusslein-Vollhard, C.

1960°s: da loja de animais para o

laboratorio:
12 colonia laboratorial de peixe-zebra

Mais de 100 publicactes
Ferramentas e Protocolos

v Transplantacao de células

v" Clonagem (1° clone vertebrado)

v Producdo das primeiras linhas estaveis
de mutantes sem identificacao genética
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Biologia do Desenvolvimento — O advento do modelo peixe-zebra

Video available at: https://doi.org/10.1371/journal.pone.0134005.s005

Manutenc&o em cativeiro facil P~ Estudo de comportamento celular

e econdmica . _
— Formacao de tecidos

Desenv. embrionario rapido e

visivel de forma n&o invasiva — Organizacgéo de tecidos: o6rgaos,

sistemas, organismos funcionais



https://doi.org/10.1371/journal.pone.0134005.s005

Biologia do Desenvolvimento — O advento do modelo peixe-zebra

Desenvolvimento do cérebro:
https://www.youtube.com/wat
ch?v=C2q3Dqv9PEA

Manutencdo em cativeiro facil L— Estudo de comportamento celular

e econdmica _ _
— Formacao de tecidos

Desenv. embrionario rapido e

visivel de forma nio invasiva — Organizagéo de tecidos: 6rgaos,

sistemas, organismos funcionais




Os Pioneiros - Ferramentas e Protocolos

. Mutagenese em Larga Escala

ENU

"e;‘"‘e“‘ <\\§ | B ) Exposicido a agentes altamente mutagénicos (UV,
° ?E\Q‘”j— = ENU (N-etil-N-nitrosoureia), retrovirus (em embrifes)
F 3%/\*" » *"?r = i) Introducdo de mutacdes pontuais aleatérias na linha
1 germinativa l
e *’?f = i) Cruzamentos com peixes do género oposto
Iv) Centenas de embrides, portadores de mutacdes
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Os Pioneiros - Ferramentas e Protocolos

1. Mutagenese em Larga Escala

2. Analise de feno6tipo i) Clonagem: metodos de reproducédo para conservacdo dos fenétipos ao longo

das geracbes (eg. ginogenese, cruzamentos e seleccao de progenia
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2. Andlise de fenotipo

Defective heart beat:
https://www.exploratorium.edu/video/zebrafis
h-mutant-heart

Normal heart beat:

https://www.youtube.com/watch?v=w6AjrBJaOKQ



https://www.youtube.com/watch?v=w6AjrBJaOKQ
https://www.exploratorium.edu/video/zebrafish-mutant-heart

sC

Os Pioneiros - Ferramentas e Protocolos

1. Mutagenese em Larga Escala

2. Analise de fen6tipo i) Clonagem: metodos de reproducdo para conservacéo dos fenétipos ao longo

das geracOes (eg. ginogenese, cruzamentos e seleccao de progenia

i) Fate mapping e cell lineage traccing
- Injeccao intracelular de marcadores rastreaveis

- Acompanhar movimentos, restricao de linhagem, diferenciacao

https://www.youtube.com/watch?v=VAOWNCLvnQc



Os Pioneiros - Ferramentas e Protocolos

1. Mutagenese em Larga Escala

2. Analise de fenotipo

3. Analise genética i) Clonagem posicional, aplicavel a mutag6es cuja heranca seja rastreavel , c/ ou s/

conhecimento do gene/ via de sinalizac&o envolvida.

- Identificacao de segmentos de ADNs candidatos
- Isolar clones com o0 mesmo marcador, a partir de bibliotecas gendmicas

- Identificar o gene nessa regiao - Eg. sequenciacao
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Whole-genome
sequencing

1990 1993 1994 1996 1997 1998 2000 m

1960 1970 1972 1980 1981

Forward genetics: do fenétipo ao genotipo Reverse genetics: do genotipo ao fendtipo
Caracterizacdo de processos “normais - 1988: Westerfield lab — DNA exdgeno pode ser integrado no
interaccOes celulares, organogénese genoma e transmitido pela linha germinativa.
ldentificacédo e caracterizagéo de genes e de 1997 _Lin lab, 12 lina trangénica com expressdo GFP
interacgdes genéticas e celulares envolvidas no associada a tipos de células definitos.

desenvolvimento e comportamento o _ _
2001: Huang et al, 1° trangeénico relevante: Tg(insulin:GFP)



Sequenciacao do Genoma do Peixe-zebra

Primeira coleccao de referéncia do
genoma complete do peixe-zebra (2002)

25 cromossomas

Auséncia de cromossomas sexuais

« Duplicacdo gendmica natural, usada

M Finished sequence como ferramenta genética
Whole Genome Shotgun sequence
B Scaffold gaps « 12 cromossomas ancestrais,

conservados em todos os vertebrados
https://www.sanger.ac.uk/science/data/zebrafish-genome-project

https://www.ensembl.org/Danio rerio/Info/Annotation



https://www.ensembl.org/Danio_rerio/Info/Annotation
https://www.sanger.ac.uk/science/data/zebrafish-genome-project

L:TTER 2013

doi:10.1038/nature12111

The zebrafish reference genome sequence and its
relationship to the human genome
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Mouse Chicken

10,660

>26.000 genes protein-coding

~ 70% genes humanos tém 21 ortélogo px-zebra (84% dos genes associados a doenca)

Peixe-zebra: modelo biomédico para estudo de alteracbes ao genoma humano associadas a doenca
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ZF Mutation Project — Sanger Institute

OO %)  Zebrafish i
Z M P Mutation BT x =Hed g; €

Project 1 ©
Knockouts for Disease Models —=ed T
Kb
Objectivo: Método: Resultados ateé agora:
Peixes knockout p/ todos 1. Mutagénese em larga escala » 37.624 alelos em 753 genes.
alelos de genes codificadores 2. Seleccéo de fenétipos « 17.882 alelos (530 genes)

em px-zebra; disponibilizar a
comunidade (ZIRC, EZRC) 3. Sequenciacdo e cruzamentos disponiveis



sC

Abordagens reverse genetics para geracao de peixes-modelo

Principio: Interferir com a expressao normal de um gene com sequencia conhecida e funcéo/ expressao

desconhecida - analise fenotipica - caracterizacao espaco-temporal, funcional

Caracteriziacdo da expresséao,
Integracao aleatoria

Gene knockdown/ knockout/
knockin
Edicdo genomica dirigida

Cre-LoxP, Gal4/UAS, Q system } Marcacao de genes

+ Tol2 transposase, BAC

com fluoroforos

- Morfolinos =—> Efeito temporario

SN

- Zn-fingers
- TALENs

- CRISPR-Cas

Efeito estavel ao longo de
geracoes
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1. Cruzamentos (reproducéo)

2. Injeccao dos componentes moleculares em
embrides em fase de 1 célula.

3a) Analise de fenotipo no embriao
E/Ou
3b) Manutencéao progenia até adultos

4. Varias rondas de novos cruzamentos e
seleccao de positivos

5. Geracéo de linhas mutantes/ trangénicas
estaveis

J Clin Invest. 2012;122(7):2337-2343 https://doi.org/10.1172/JCI60434



https://www.jci.org/articles/view/60434

V1. https://www.youtube.com/watch?v=LbG7vPKIANO&t=16s

V2.https://www.youtube.com/watch?v=keRfCD6Dq
AUE&IiIst=TLGGluic6e39VmMYXNDAzM|AVMQa&t=3s

V1. Batimento cardiaco, miocardio (Vermelho),
endocardio e vasos (azul)

V2. Fluxo sanguineo no coragao de um embrido

V3. Desenvolvimento 16h-2 dias com resolucéao single-
cell (vasos geneticamente marcados com fluoroforo)
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Uma espeécie, multiplos modelos

Modelos de funcionamento basico: Modelos de Doencas
« Neurociencias o * Oncologia
rain and centra
nervous system Vertebral column, .
. Eye and retina = bo:e and cartilage i H em ato pOIese
 Desenvolvimento
 Infeccao/ Inflamacao
» (Genetica
O « Cardiologia

« Biologia celular .
« Doencas neurologica

« Immunologia « Degeneracao 0ssea

Heart and Intestine and Skin and

vascular system digestive system epithelial tissue

« Epigenetica ) « Psiquiatria

e etc e etc



Peixe-zebra como modelo em neurociéncias

Simplicidade

< Qlfactory bulb

« <+— Telencephalon
‘F Habenula

<— Optic tectum

Complexidade

» Px-zebra: 10 million neuronios (100.000 em larvas) & s— Cerebellum

.-" e
‘ B Medulla

» Humanos: 86 hilides neurdnios
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Peixe-zebra como modelo em neurociéncias

Simplicidade

Complexidade

Olfactory bulb
ZEBRAFISH BRAIN AREAS HUMAN BRAIN AREAS
@ Olfactory bulb Olfactory bulb

> Organizacao/ morfologia celular, estrutural ' —_
e functional holomogas, que afectam O — Hyp;hala:us

comportamentos/ patologias em comum




Peixe-zebra como modelo em neurociéncias

Humanos e peixe-zebra:
Capacidade de decisdo complexa

Resposta ao stress idéntica (em roedores
nao!): Cortisol como hormona de stress,
activada pelas mesmas cascatas de
hormonas hipotalamo-pituitaria e actuam
sobre os mesmos receptors glucocorticoides

Resposta idéntica a agentes farmacoldgicos

Muitos genes ortologos, associados a
disturbios cerebrais



Peixe-zebra como modelo em neurociéncias

Comportamentos l Abordagens

complexos em pz-zebra experimentais
Agressao ,

_ Mutagénese/ transgenese
Ansiedade Farmacologia
Memoria (curto e longo prazos) 1

S—

Distingao de objectos
Analise molecular, circuitos

neuronais, comportamento

Beneficios: /

Conhecimento morfologico e functional do cérebro humano
Potenciais tratamentos para perturbacdes psiquiatricas e neurolégicas

Preferencia cromatica

Respostas optogenéticas



Alzheimer

Alzheimer Zebrafish, stained for Tau (red), neurons (green),
synapses and pathologic Tau (blue) (10X)

s T
e _‘__'/-"\'_.»' ?
; AT T ; .,‘ s ;:‘
: \\\‘hj |

Esquizofrenia

A Morphological phenotype

gy s

zs3.1 zs3.2

Partial “ e
Rescue 7") (

PE— | /ﬂ
- ®~ s‘

B Response to touch

28ms [56ms 112ms 140ms

MENPXENEN
"‘-1. "-1-9-1-“’-1-’*"-“’-1

. : , E B
| N Sw| Y| W YN

Autismo

Control

kif22 LOF +
human mRNA

kif22 LOF

Epilepsia

Sib ctrl Nav1.1 mut




' Zebrafish - a model for biomedical research 17 Margo 2022, Joana Monteiro

Ferramentas para estudo da actividade neuronal

1. Electrofisiologia Métodos invasivos (craniotomi - implante de eléctrodos)
Métodos néo invasivos (electrodos de superficie)

Células individuais (eg. patch clump)
Actividade geral (whole brain electroencephalogram (EEG)
Actividade no cérebro e notocorda em simultaneo

Medicao de actividade neuronal
mediante estimulos apresentados

@ Estudos de propensio a convulsoes,
dor, apos determinados estimulos

@) Animais iméveis, pouco especicicos
na informacgao obtida



Ferramentas para estudo da actividade neuronal

« Actividade neuronal implica aumento dos niveis de calcio no citoplasma
« AlteracOes dos niveis de calcio intracellular indicam a actividade neuronal existente

2. Dyes sintéticas: () Moleculas pequenas muito sensiveis e resposta muito rapida
) Métodos de entrega invasivos (electroporagéo, microinjeccao)

&) Pouco especificas (a nivel cellular e subcellular)

& Transientes

3. GECI — Genetically Encoded Ca*? Indicators: () Monitorizacdo de actividade neuronal in vivo
Visualizacdo de neurénios individuais/ populacdes
Expresséao estavel a longo prazo/ em populactes
&) Sensibilidade/ rapidez de resposta

& Intensidade de fluorescencia
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Genetically Encoded Ca*? Indicators - GCaMP

GCaMP: GFP + CaM (calmodulina) + M13 (peptido da miosina quinase de cadeia leve)

Auséncia de Ca?*: GFP protonada,
Fluorescencia minima

Presenca de Ca?" : 1. CaM altera conformacao

2. CaM liga-se ao M13

3. GFP desprotonada,
Emissao de fluorescencia

484 nm

M13

CaM

GFP

507 nm

WV

O
O Ca2+

484 nm

17 Mar¢o 2022, Joana Monteiro

507 nm




Genetically Encoded Ca*? Indicators - GCaMP

GCaMP: GFP + CaM (calmodulina) + M13 (peptido da miosina quinase de cadeia leve)

Variantes GCaMP:

1. Nivel base de fluorescéncia vs Max contraste de nivel base/max fluo (single cells/ populactes)

2. Rapidez vs Sensibilidade
Slow (s): + brilhantes, + sensiveis a oscilacdes Ca?* — deteccdo de actividade de single cells
Fast (f): - sensiveis; + rapida a reagir - actividade temporal mais precisa.
Medium (m): cinéticas intermédiase

3. Proteinas com emisséao de fluorescencia noutros comprimentos de onda (RFP, YFP, CFP)



Ferramentas para estudo da actividade neuronal

4. Optogenetica: Controlo e visualizacdo da actividade celular através do uso de luz

Fases para aplicacao da optogenética

1. Identificacdo e sintese de uma proteina sensivel a luz

2. Criacao de animais trangénicos com opsina expressao em gene alvo ou de forma ubiquoa

3. Aplicacéo de luz (comp.de onda adequado), na presenca ou nao de estimulos comportamentais
4. Recolha e andlise de imagens

5- ldentificacdo de relacOes entre células, zonas cerebrias, neurénios-comportmanto

Exemplos de opsinas (canais e bombas idnicas, enzimas sensiveis a luz)

- Channelrhodopsins (ChR2, ChR1, VChR1, SFOs): excitac&o/ inibicdo neuronal
- Bombas ionicas (halorhodpsin (NpHR), archaerhodpsin (Arch), inibicdo de active neuronal



Imagiologia e tratamento de imagem

Lazers de alta preciséo e elevada
penetracao (precisao do estimulo optico)

Microscopia de alta ampliacao e resolucéao

de

penetracao/ alcance

Sistemas lluminacao de elevada

Camaras e softwares — aquisicao de alta
velocidade (aquisicdo e analise de respostas
muito rapidas, mesmo em movimento livre)

Npt::GFP-apoAequorin

neuro-
luminescence
|1, (pooled over
SRSV LLALL  neurons)
l free swimming
behavior

time
—

(b)

functional imaging Tg(elavi3::GCaMP2)

laser ablation
optogenetic stimulation

single-neuron
fluorescence

(many anatomically
identified neurons)
closed-loop - MM
fictive behavior R W

Current Opinion in Neurobiology
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Ferramentas optogenéticas

Video:

Optogenetic Activation of Zebrafish Somatosensory Neurons using ChEF-tdTomato

Link: https://www.jove.com/v/50184/optogenetic-activation-zebrafish-somatosensory-neurons-using-chef



https://www.jove.com/v/50184/optogenetic-activation-zebrafish-somatosensory-neurons-using-chef

Visualizacao in vivo da actividade neuronal

https://www.youtube.com/watch?v=Nxal9uWC_oA



« Mapzebrain
« Zbb

e Z-brain

« VIBE-Z

Registration of different types of data:

» In vivo/ ex vivo
» Developmental stage

» Anatomical / Funcional / Functional +
molecular-genetic

» Resolution (single cell/ tissue level)

Atlas neuronal

3D resconstruction of adut zebrafish brain

http://www.cornell.edu/video/new-technique-imaqges-
adult-living-zebrafish-brain



http://www.cornell.edu/video/new-technique-images-adult-living-zebrafish-brain
http://www.cornell.edu/video/new-technique-images-adult-living-zebrafish-brain
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Exemplo pratico I: resposta neuro-motora

« QOrganizacao neuro-motora — quais 0s neuronios e regides do cérebro
envolvidas na resposta motora a estimulos visuais

« Movimento dos olhos e respostas motoras a estimulos visuais

A Optomotor response B Optokinetic response

A

W

Ve
O

Orger MB (2016) Curr Biol 26:377-385
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Exemplo pratico Il: comportamento individual/ social

ID tracker



He's not just a fish.
He’s hope.
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