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Abstract An opioid epidemic is spreading in North America with millions of opioid overdoses
annually. Opioid drugs, like fentanyl, target the mu opioid receptor system and induce potentially
lethal respiratory depression. The challenge in opioid research is to find a safe pain therapy with
analgesic properties but no respiratory depression. Current discoveries are limited by lack of
amenable animal models to screen candidate drugs. Zebrafish (Danio rerio) is an emerging animal
model with high reproduction and fast development, which shares remarkable similarity in their
physiology and genome to mammals. However, it is unknown whether zebrafish possesses similar
opioid system, respiratory and analgesic responses to opioids than mammals. In freely-behaving
larval zebrafish, fentanyl depresses the rate of respiratory mandible movements and induces
analgesia, effects reversed by -opioid receptor antagonists. Zebrafish presents evolutionary
conserved mechanisms of action of opioid drugs, also found in mammals, and constitute amenable
models for phenotype-based drug discovery.

Introduction

The current North American opioid epidemic is staggering, with millions of emergency visits and
over 45,000 deaths annually (Florence et al., 2016). Synthetic opioids like fentanyl and oxycodone,
or natural opioids like heroin and morphine are highly addictive (Wilkerson et al., 2016) and can
lead to respiratory depression (Dahan et al., 2010; Montandon et al., 2016a; Nagappa et al.,
2017), that can be lethal with overdose (Gomes and Juurlink, 2016; Jones et al., 2013). Opioids
are critical pain therapies and there are currently no other medications that offer effective relief of
pain (IASP, 2018). However, the side-effects of opioids limit their effective use and may lead to sub-
optimal pain treatments.

Opioid medications act on (-, 8-, and k- opioid receptors (Gutstein, 2001), which are expressed
in discrete brain circuits. Although a wide range of opioids targeting these opioid receptors exist,
the most potent opioids, such as fentanyl and oxycodone, are largely selective for the p-opioid
receptors (MORs) (Sora et al., 1997). Because MORs are expressed in neural circuits involved in
breathing and nociception, opioids present effects beyond their intended therapeutic analgesic
properties. MOR drugs induce side-effects such as addiction (Le Merrer et al., 2009), sedation
(Montandon et al., 2016a), and hypoventilation (Dahan et al., 2010; Montandon and Slutsky,
2019; Nagappa et al, 2017). Hypoventilation is characterized by reduced respiratory rate
(Macintyre et al., 2011), reduced airflow (Ferguson and Drummond, 2006), prolonged apneas
(Mogri et al., 2008; Nagappa et al., 2017), and severe hypoxemia (Brown et al., 2006). Complete
respiratory arrest and bradycardia are the main causes of death by opioid overdose (Pattin-
son, 2008). Importantly, respiratory depression and cessation of breathing with opioid overdose are
due to the action of opioid drugs on brainstem respiratory network (Montandon and Slutsky,
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elife digest When it comes to treating severe pain, a doctor’s arsenal is somewhat limited:
synthetic or natural opioids such as morphine, fentanyl or oxycodone are often one of the only
options available to relieve patients. Yet these compounds can make breathing slower and
shallower, quickly depriving the body of oxygen and causing death. This lethal side-effect is
particularly devastating as opioids misuse has reached dangerously high levels in the United States,
creating an ‘opioid epidemic’ which has claimed the lives of over 80,000 Americans in 2020. It is
therefore crucial to find safer drugs that do not have this effect on breathing, but this research has
been slowed down by the lack of animal models in which to study the effect of new compounds.

Zebrafish are small freshwater fish that reproduce and develop fast, yet they are also remarkably
genetically similar to mammals and feature a complex nervous system. However, it is not known
whether the effect of opioids on zebrafish is comparable to mammals, and therefore whether these
animals can be used to test new drugs for pain relief.

To investigate this question, Zaig et al. exposed zebrafish larvae to fentanyl, showing that the fish
then exhibited slower lower jaw movements — a sign of decreased breathing. The fish also could also
tolerate a painful stimulus for longer, suggesting that this opioid does reduce pain in the animals.
Together, these results point towards zebrafish and mammals sharing similar opioid responses,
demonstrating that the fish could be used to test potential pain medications. The methods Zaig
et al. have developed to establish these results could be harnessed to quickly assess large numbers
of drug compounds, as well as decipher how pain emerges and can be stopped.

2019). The only available treatment to reverse respiratory depression during an opioid overdose is
the MOR antagonist naloxone which directly blocks the binding of opioid ligands to MORs. How-
ever, naloxone also blocks the analgesic properties of opioid drugs, so it cannot be used as an
adjunct treatment. The discovery of novel opioid drugs or combinations of drugs with potent analge-
sic properties without the side-effects of respiratory depression has been hindered due to the lack
of animal models allowing behavioral assessments of pain and breathing, while allowing for large-
scale drug discovery.

Identification of new molecular targets and drugs is critical to the development of safe opioid
therapies. Due to the complexity of the machinery regulating MOR inhibition, wide scale screening
of drugs acting on the known mechanisms regulating MOR inhibition in rodent models is not feasi-
ble. It is therefore critical to identify amenable model systems where large-scale screening can be
developed, while preserving the complexity of vertebrate central nervous system and behaviours.
The challenge is to quantify complex phenotypes like respiratory neural activity and nociception on a
large scale, which is normally limited by the complexity of the animal models. Rodents are not opti-
mal because their large size, generation time, and drug availability limit screen scale. An alternative
is the larval zebrafish, which shares anatomy, physiology, and large parts of the genome with
humans. The small size of larval zebrafish, ease of production, and their external fertilization which
allows easy gene knockdown, makes the zebrafish an attractive model organism to screen genes
and drugs. Here, we propose to use the larval zebrafish as simple, yet powerful, animal model, so
that the molecular mechanisms of MOR respiratory and nociceptive inhibition can be identified.
Importantly, the zebrafish larvae can also be used for large-scale drug screening to identify new
drug candidates.

The larval zebrafish has emerged as an ideal model system for drug and gene discovery since it
combines the biological complexity of in vivo models with a nervous system homolog to humans
including a respiratory neural network. Although fish use a different strategy to absorb oxygen and
eliminate carbon dioxide than mammals, they rhythmically produce mandibular movements to move
water through their gills. In lampreys, the respiratory neural network includes the paratrigeminal
respiratory group (pTRG) and the vagal nucleus and this network generates rhythmic mandible
movements (Bongianni et al., 2016). Because of their close evolutionary origins (Missaghi et al.,
2016), the respiratory network shares similarities with the mammalian respiratory network
(Cinelli et al., 2013) which generates breathing and regulates respiratory depression by opioids
(Montandon et al., 2011). Interestingly, the pTRG presents similar functional properties than the
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mammalian respiratory network such as sensitivity to substance P (Mutolo et al., 2010) and to opi-
oid ligands (Mutolo et al., 2007). Here, we propose that respiratory mandible movements can be
used as an index of respiratory network activity, similar to respiratory activity of the trigeminal mus-
cle in mammals (Jacquin et al., 1999). The zebrafish also possesses a nociceptive system encom-
passing spinal cord, brainstem and sub-cortical circuits (Taylor et al., 2017), with homology to
mammals. Although pain circuit activity and its response to opioids cannot be directly assessed, the
swimming escape response to nociceptive stimuli can be easily assessed in larval zebrafish. Nocicep-
tive stimuli such as formalin (Magalhdes et al., 2017) or (allyl)-isothiocyanate (AITC, also known as
‘mustard oil’) can be administered to larval zebrafish. AITC acts on transient receptor potential
ankyrin 1 channels and transient receptor potential cation channel vanilloid receptor 1 (Oda et al.,
2016) which are involved in nociception to chemical compounds (Bamps et al., 2021). Here, we pro-
pose to determine whether respiratory depression and analgesia can be measured in larval
zebrafish.

Most opioid analgesics and drugs of abuse elicit their effects by binding to MORs (Gut-
stein, 2001). In zebrafish, the MOR has high homology to the mammalian MOR and shares 74% of
its amino acid sequence with its mammalian counterpart (Sanchez-Simon and Rodriguez, 2008).
The MOR also possesses similar binding properties to the mammalian MOR for morphine and
DAMGO (Marron Fdez de Velasco et al., 2009; Mutolo et al., 2007). Because of the homologies
of the respiratory, pain, and opioid systems in zebrafish and mammals, we propose that the larval
zebrafish may mimic respiratory depression and analgesia by opioids and other phenotypes associ-
ated with opioid drugs in mammals. The objectives of this study are to demonstrate that larval
zebrafish have evolutionary conserved opioid properties mimicking mammals and that they can be
used to investigate opioid-induced respiratory depression and analgesia. We aim to demonstrate
that larval zebrafish replicates the opioid pharmacology observed in mammals and humans and that
current pharmacotherapies to block respiratory depression can be tested in larval zebrafish.

Results

Zebrafish use gills to promote gas exchange with water. Flow of water through the gills is generated
by a complex respiratory network in the brainstem which presents similar anatomy and properties to
the mammalian respiratory network (Figure 1A). The respiratory network generates rhythmic move-
ments and rhythmically activate muscles which promotes water flow through the gills. One of these
muscles, the mandible muscle controls opening and closing of the mandible and is activated by the
mandible nerve which originate from the trigeminal nerve. Mandible movements can be easily
recorded using a high-definition camera positioned on top of the swimming zebrafish (Figure 1B,C),
and is a robust index of respiratory network activity. Mandible movements can be quantified by
counting the changes in pixel intensity around the mandible area (Figure 1B) and can be displayed
over time (Figure 1D). The rate of mandible movements, identified as the number of mandible
movement peaks (red circles, Figure 1D), indicates respiratory network rhythm, and is considered
here as an index of respiratory rate. Using the convenience of multi-well plates, we administered
combinations of drugs to embryo medium as described in Figure 1E. Combinations of drugs were
administered to separate groups of fish. Each animal only received one combination of drugs and
did not receive consecutive combinations of drugs because it would not be feasible to remove drugs
from the water.

To determine whether zebrafish can be used as a model of opioid-induced respiratory rate
depression, we administered embryo water (control) or fentanyl - a commonly used opioid analgesic
- to larval zebrafish while quantifying the rate of mandible movements (Figure 2A). Larval zebrafish
under control conditions (embryo water) presented rates of mandible movements ranging from 15
to 115 movements per minute. Larvae were exposed to a concentration of fentanyl of 1 uM and
respiratory rate was recorded over a 30 min time-period (Figure 2B). In the control group, respira-
tory rate initially increased compared to baseline but did not significantly change during the 30 min
following baseline (Figure 2B). In the fentanyl group, respiratory rate was strongly reduced 4 min
after fentanyl administration. Since the strongest respiratory rate depression was observed 5 min
after exposure, we compared respiratory rates (measured over a one-minute time-period between
minutes 5 and 6) of control and fentanyl groups (Figure 2C). Fentanyl (0.2, 0.4 uM) did not signifi-
cantly decrease rate of mandible movements compared to control (p=0.473 and p=0.797,
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Figure 1. Respiratory network activity quantified using mandible movements in freely-moving larval zebrafish. (A)
The brainstem respiratory network of the larval zebrafish produces respiratory mandible movements. (B)
Respiratory mandible movements are used as an index of respiratory network activity. (C) Mandible movements
were quantified by looking at the pixel changes in the region of the mandible using a 4K high-definition camera.
(D) Respiratory rate was quantified in 12-14 day post-fertilization larvae positioned in 12-well plates. Red circles
indicate peaks of mandible movements. (E) To quantify respiratory rate depression induced by opioid drugs, fish
were exposed to a drug treatment containing embryo medium only (control), fentanyl, or a combination of
naloxone and fentanyl.

Figure 2C). Fentanyl (1 and 3 uM) significantly decreased rate compared to control groups (p=0.006
and p=0.038, Figure 2C). When data were normalized according to baseline rate, variability within
groups was significantly reduced (Figure 2D). Fentanyl significantly decreased normalized rate at 1
uM (p<0.001) and 3 UM (p<0.001) compared to the control group (Figure 2E), but not at 0.2 uM
(p=0.275) and 0.4 uM (p=0.200). In summary, fentanyl-induced respiratory rate depression was
observed at 1 and 3 uM of fentanyl tested. We determined that such normalization best represented
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respiratory rate depression by fentanyl and we only presented normalized data for the subsequent
figures with respiratory depression.

To determine the pharmacology of opioid receptors in zebrafish, we compared groups of fish
exposed to fentanyl with fish exposed to fentanyl and the MOR antagonists naloxone and CTAP
(Figure 3). Exposure to fentanyl reduced the rate of mandible movements (Figure 3A). The MOR
antagonist naloxone at 10 uM did not significantly reverse respiratory rate depression induced by
fentanyl (p=0.178, Figure 3B). However, naloxone (20 puM) significantly reversed respiratory rate
depression by fentanyl (p<0.001, Figure 3B). The selective MOR antagonist CTAP (4 uM) did not
significantly reverse respiratory rate depression by fentanyl (p=0.077, Figure 3B), although a trend
toward significance was observed. To determine whether naloxone or CTAP may increase respira-
tory rate when administered alone, we compared groups of fish exposed to CTAP (4 uM) or nalox-
one (5 and 20 uM) to control fish (Figure 3C). Neither CTAP nor naloxone showed effects on
respiratory rate when administered alone (one-way ANOVA, p=0.122). In summary, fentanyl induced
a significant respiratory rate depression which was blocked by the MOR antagonist naloxone but not
CTAP.

In the previous experiments, naloxone was administered concomitantly with fentanyl and pre-
vented respiratory depression (Figure 3A,B). We then tested whether naloxone can completely
reverse respiratory depression by fentanyl (1 uM) when administered after respiratory depression
(Figure 3D). As expected, fentanyl significantly depressed respiratory rate (p=0.009), an effect not
reversed by naloxone at 9 uM (p=0.111). Although a sequential approach may be of interest due to
its repeated measure design, it presented two challenges. First, drugs were pipetted twice in the
multi-well plate and affected the fish’s behavior, which may explain the large variability observed
with naloxone. Second, due to the low volume of fish water in wells and volumes of stock solution
administered, it was challenging to increase naloxone concentration in these experiments without
diluting the concentration of fentanyl. We therefore concluded that sequential administration of
drugs was not the most consistent and compared drug combinations using separate groups of fish.

Because zebrafish strains may present genetic variability and different sensitivities to opioid drugs
(Marron Fdez de Velasco et al., 2009; Sanchez-Simon and Rodriguez, 2008), we compared respi-
ratory depression by fentanyl in various zebrafish lines (Figure 3E). Fentanyl (1 uM) significantly
reduced respiratory rate in AB fish as previously determined in previous experiments (p<0.001), but
not in Tibingen (TU) (p<0.001) or AB x TU zebrafish crosses (p<0.001). To conclude, only the AB
zebrafish strain presented sensitivity to fentanyl and was used for subsequent experiments. In sum-
mary, respiratory rate was depressed by fentanyl through activation of opioid receptors, an effect
reversed by naloxone.

Morphine is a widely-used opioid drug that induces less severe respiratory depression than the
highly potent opioids such as fentanyl (Gutstein, 2001). We tested whether morphine induces respi-
ratory rate depression in zebrafish. There was no dose-dependent decrease in respiratory rate with
increasing morphine dosages (1, 10, 20, 50 and 200 uM, p=0.088, Figure 3F). However, multiple
comparison tests showed that morphine at 1 uM significantly depressed respiratory rate (p=0.021)
when compared to controls, but not at the other concentrations tested (p>0.488). These results sug-
gest that morphine depressed respiratory rate at low concentration, but that at higher concentra-
tions, morphine may induce an excitatory effect.

To determine whether breathing in zebrafish larvae can be stimulated by specific excitatory drugs
as observed in mammals, we administered two respiratory stimulants previously shown to stimulate
breathing when depressed by opioids. We first administered the 5-HTs serotoninergic ligand
BIMU8 (Manzke et al., 2003) with or without fentanyl (Figure 4A). BIMU8 (10 uM) combined with
fentanyl did not show reversal of respiratory rate when compared to the fentanyl group (p=0.193).
Fish exposed to BIMUS8 alone showed significant higher respiratory rate compared to fentanyl alone
(p=0.008) but was not different from the control group (p=0.294). BIMU8/fentanyl showed signifi-
cantly lower respiratory rates compared to BIMUS8 alone and control (p=0.018 and p=0.007). In sum-
mary, the addition of BIMU8 to fentanyl did not significantly reversed respiratory depression by
fentanyl.

The AMPA positive allosteric modulator CX614 significantly reversed respiratory rate depression
by fentanyl (p<0.001, Figure 4B). CXé14/fentanyl showed higher respiratory rate than fentanyl
alone, as well as higher respiratory rate than control (p=0.021), suggesting that CX614 at this dos-
age reversed respiratory depression by fentanyl. CX614 alone did not present higher respiratory
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Figure 2. Respiratory rate depression by the opioid analgesic fentanyl in larval zebrafish. (A) Representative
mandible movements in larvae exposed to embryo medium or a solution of fentanyl (1 uM). The rate of mandible
movements was significantly decreased by fentanyl. (B) Larvae were exposed to fentanyl over a period of 30 min.
Significant respiratory rate depression was observed within 4 min following fentanyl application. Respiratory rate
data did not follow a normal distribution and data are presented as medians with bars representing interquartile
range. (C) Increasing the concentration of fentanyl induced dose-dependent decreases in respiratory rate. Fentanyl
produced significant decreases in respiratory rate at 1 uM (n = 9) and 3 uM (n = 8), but not at 0.2 uM (n = 6) and
0.4 uM (n = 3) compared to controls (n = 17). (D) Rates of mandible movements were not normally distributed due
to the high variability in respiratory rates. To present more homogenous data, respiratory rates were normalized
according to the baseline rate measured before drugs were applied to better represent how drug exposure
changed rate. (E) Fentanyl produced significant decreases in respiratory rate at 1 uM and 3 uM, but not at 0.2 uM
and 0.4 uM compared to controls. Shading indicates time periods used to calculate average data in panel C and
E. In panels B and C, data were presented as medians + 75th and 25th percentile. In panels D and E, data were
presented as means = standard deviations. Circles indicate individual data points for each zebrafish measured. *
indicate significantly different medians compared to control with p<0.05. Source data can be found in Figure 2—
source data 1.

The online version of this article includes the following source data for figure 2:

Source data 1. Respiratory rate depression by the opioid analgesic fentanyl.

rate when compared to control group (p=0.058) but showed a trend toward significance. Higher
dosages of CX614 induced seizure and were not tested. To determine whether the respiratory
depression observed with fentanyl was due to a direct effect of fentanyl on respiratory rate rather
than an indirect effect on sedation (Montandon and Horner, 2019) or pain circuits (Jiang et al.,
2004), we administered lidocaine, an analgesic not acting on MORs (Lopez-Luna et al., 2017). Lido-
caine did not significantly change respiratory rate compared to control (p=0.267, Figure 4C). To
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Figure 3. Opioid receptor pharmacology regulating respiratory depression in larval zebrafish. (A) Representative tracings of mandible movements in
larval zebrafish showing fentanyl (1 M) reducing respiratory rate and reversal by the MOR antagonist naloxone (20 uM). (B) Fentanyl (1 uM) significantly
decreased rate of mandible movements (n = 9) compared to the control group (n = 10), an effect significantly reversed by the MOR antagonist
naloxone (20 pM, n = 7) but not the highly selective MOR antagonist CTAP (4 uM, n = 9). (C) CTAP and naloxone administered alone did not affect
respiratory rate. (D) Fentanyl depressed respiratory rate (n = 7), an effect reversed by subsequent addition of naloxone (9 uM). (E) Respiratory rate
depression due to fentanyl was observed in the AB strain (n = 9), but not in TU (n = 9) or crosses between AB x TU (n = 7). (F) Morphine did not induce
a dose-dependent decrease in respiratory rate compared to controls but showed a significant decrease at 1 M. * indicates significantly different
medians compared to control with p<0.05. Normalized data are presented as means + standard deviations. Circles indicate individual data points for
each zebrafish measured. AB, AB zebrafish line. TU, Tubingen zebrafish line. Source data can be found in Figure 3—source data 1.

The online version of this article includes the following source data for figure 3:

Source data 1. Opioid receptor pharmacology regulating respiratory depression.

dissolve drugs, we used DMSO as a solvent which may affect fish respiratory rate. DMSO adminis-
tered at 0.0016% did not change respiratory rate (p=0.342).

To determine the analgesic properties of opioid drugs in larval zebrafish, we established a simple
model of nociception combining exposure to formalin as a nociceptive stimulus and measurements
of the subsequent swimming escape response. Using video recordings of larvae positioned in a
multi-well plate, we tracked the individual movements of larvae exposed to embryo medium, forma-
lin and a combination of formalin and fentanyl (Figure 5). We quantified two swimming behaviors
(Figure 5A): swimming velocity (swimming distance in mm per second) and angular velocity (turn

Zaig et al. eLife 2021;10:e63407. DOI: https://doi.org/10.7554/eLife.63407 7 of 20
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Figure 4. Respiratory depression and respiratory stimulants in larval zebrafish. (A) The respiratory stimulant BIMU8 (10 uM), a 5-HT 4 serotonin receptor
agonist, in combination with fentanyl (n = 20) was compared to fentanyl alone (n = 4) or BIMUS8 alone (n = 21). BIMU8 was not sufficient to reverse
respiratory depression by fentanyl. (B) The AMPA positive allosteric modulator CX614 (5 uM) and fentanyl (n = ) were also compared to fentanyl alone
(n = 7) or control (n = 7). CX614 + fentanyl group showed significantly higher respiratory rate than fentanyl, DMSO, and control. (C) The analgesic
lidocaine (n = 4) was compared to DMSO (0.0016%) (n = 5) and control (n = 5) and showed lower respiratory rate than the control group. Normalized
data are presented as means + standard deviations. Circles indicate individual data points for each zebrafish measured. Black lines and * indicate
groups significantly different with p<0.05. Source data can be found in Figure 4—source data 1.

The online version of this article includes the following source data for figure 4:

Source data 1. Respiratory depression and respiratory stimulants.

angle in degrees per second, Figure 5—figure supplement 1). In larvae exposed to formalin, swim-
ming velocity was substantially increased by formalin (Figure 5B). Fentanyl combined with formalin
showed considerable reduction in velocity compared to formalin alone (Figure 5B). Following expo-
sure to formalin, swimming velocity significantly increased during the initial 3 min (Figure 5C, shaded
blue), a response not observed in control larvae or formalin/fentanyl larvae (Figure 5C). We then
compared the averaged swimming velocity during the first 3 min following drug exposure for the dif-
ferent groups of larvae. The formalin group presented significantly faster velocity compared to the
control group (p<0.001, Figure 5D). Velocity in the formalin/fentanyl group was significantly slower
than in the formalin group (p=0.037), suggesting that fentanyl reduced the escape response to for-
malin, which may indicate an analgesic effect. However, this effect may be due to the effects of fen-
tanyl directly on swimming. Fentanyl administered alone did not decrease velocity when compared
to control (p=0.221), showing that it did not affect swimming by itself. We then determined the
effects of the p-opioid receptor antagonists naloxone and CTAP (Figure 5D). In naloxone groups,
velocities were not significantly higher than formalin/fentanyl (all p>0.122), suggesting that naloxone
did not block the analgesic effects of fentanyl. In CTAP/formalin/fentanyl group, there was no differ-
ence compared to formalin/fentanyl or formalin alone (p=1.000 and p=1.000). Naloxone/formalin/
fentanyl showed higher velocity than fentanyl or control groups (Figure 5D). These effects may be
due to the impact of naloxone alone at 50 UM (Figure 5E). We then looked at the effect of formalin
on angular velocity. The formalin group showed reduced angular velocity compared to control
(p<0.001, Figure 5—figure supplement 1), an effect not reversed by fentanyl (p=0.151), which sug-
gest angular velocity cannot be used to assess the escape response to formalin.

Although naloxone did not prevent or reverse to analgesic effects of fentanyl, it may be due to
the large variability in swimming response induced by formalin. In fact, swimming velocity in forma-
lin/fentanyl/naloxone ranged from 0.3 to 4 mm/sec, which is substantially larger than the variability
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Figure 5. Nociception by formalin and analgesia by fentanyl in larval zebrafish. (A) As an index of nociception in larval zebrafish, we measured
behavioral responses to the nociceptive stimulus formalin. We quantified swimming velocity in freely-moving larvae. Swimming velocity was quantified
as the distance swam per second. (B) Control fish swam at a velocity ranging from 0.1 to 1.3 mm/sec, whereas swimming velocity was increased to 0.7-
4.1 mm/sec with formalin. Addition of fentanyl reduced swimming velocity to 0.1-2.3 mm/s. (C) Following exposure to embryo medium only, formalin,
or formalin/fentanyl, swimming velocity was strongly increased by formalin within 3 min and was only moderately increased by fentanyl and formalin
compared to controls. (D) In separate groups of fish, comparison of averaged velocities for the first 3 min (shaded blue) after baseline (time = 0)
showed that formalin (n = 21) significantly increased velocity compared to the control (n = 22), whereas fentanyl (n = 13) reduced the formalin response.
Naloxone or CTAP did not block the effect of fentanyl at various concentrations. (E) Naloxone alone increased velocity at 50 uM, but not at 5 and 20
M. CTAP alone did not increase velocity by itself. Data are presented as medians with error bars showing 25th and 75th percentile or interquartile
range. Circles indicate individual data points for each zebrafish. * indicates groups significantly different with p<0.05. Source data can be found in
Figure 5—source data 1.

The online version of this article includes the following source data and figure supplement(s) for figure 5:

Source data 1. Nociception by formalin and analgesia by fentanyl.

Figure supplement 1. Angular velocity in response to formalin and opioid drugs.

observed in control or fentanyl groups (Figure 5D). To induce more consistent nociceptive response,
we administered (allyl)-isothiocyanate (AITC), a chemical acting AITC on transient receptor potential
ankyrin 1 channels and transient receptor potential cation channel vanilloid receptor 1 (Oda et al.,
2016). We used a similar experimental approach than we used with formalin by combining AITC,
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fentanyl and/or naloxone. AITC (100 uM) induced a strong increase in velocity compared to controls,
an effect reduced by fentanyl (Figure 6A). AITC produced an initial increase in swimming velocity
during the first 3 min following drug exposure, which is consistent with the formalin response. Con-
versely, in fish with a combination of fentanyl (6 M) and AITC (100 uM), no swimming response was
observed compared to AITC alone (Figure 6B), showing that fentanyl reduced the nociceptive
response to AITC. Compared to the concentration of fentanyl used in the formalin assay (3 uM), a
higher concentration (6 M) was necessary to eliminate the effects of AITC. This concentration of
fentanyl (6 uM) did not decrease velocity when administered alone compared to controls
(Figure 6B). Averaged velocities in AITC fish were significantly higher than in controls (p<0.001,
Figure 6C), and this increase was significantly lower in fish exposed to fentanyl and AITC (p<0.001).
Angular velocity was increased by AITC, but not reversed by fentanyl (Figure 6—figure supplement
1). Interestingly, groups with naloxone at 20 and 50 M combined with AITC and formalin presented
higher swimming velocities than groups exposed to AITC/fentanyl (p=0.003 and p<0.001, respec-
tively), whereas CTAP did not (p=0.342). In summary, AITC produced a fast increase in swimming
velocity, an effect significantly reduced by fentanyl, which was reversed by naloxone.

To determine whether larval zebrafish are sensitive to other types of analgesics, we exposed lar-
vae to lidocaine, a non-opioid anesthetic (Figure 7A). As previously shown, formalin increased veloc-
ity compared to control (p<0.001, Figure 7B). In fish exposed to lidocaine and formalin, swimming
velocity was significantly reduced compared to formalin group (p=0.002). Swimming velocity in lido-
caine group was not different from control (p=0.693). Since we used a relatively high concentration
of DMSO (1%) to dissolve lidocaine, we compared whether DMSO (1%) was different from control
fish and we did not observed differences between the two groups (p=0.879, Figure 7A). Lidocaine
did not affect angular velocity compared to formalin alone (Figure 7—figure supplement 1). In con-
clusion, two different types of analgesics (fentanyl and lidocaine) reduced the swimming response to
formalin, therefore suggesting that these assays may properly assess analgesia.

The two stimulants BIMU8 and CX614 were administered to zebrafish to determine whether they
can reverse respiratory depression by fentanyl. Only CX614 was able to significantly reverse respira-
tory depression. We therefore determine whether BIMU8 and CX614 were also reversing the analge-
sic properties of fentanyl. The combination of BIMU8 (20 puM)/formalin/fentanyl did not significantly
change swimming velocity compared to the control (p=1.000) or formalin/fentanyl group (p=1.000,
Figure 7B). However, CX614 (5 uM) /formalin/fentanyl group presented higher swimming velocities
than the control group (p<0.001) and formalin/fentanyl (p=0.007), therefore showing that the ampa-
kine CX614 reversed both respiratory depression and analgesia by fentanyl. Finally, Tubingen fish
did not show respiratory depression by fentanyl. We therefore tested whether this strain is similarly
insensitive to fentanyl in our analgesia assay. No difference in swimming velocity was observed
between formalin and formalin/fentanyl group in TU fish (p=0.132), (Figure 7C), demonstrating that
fentanyl did not reduce nociception elicited by formalin.

Discussion

Opioid drugs are widely used as analgesics but present the severe side-effect of respiratory depres-
sion that can be lethal with overdose. No safe opioid therapy currently exists to treat severe and
chronic pain. To identify new potent pain treatments without side-effects, opioid drug discovery
needs to explore new research avenues. Novel approaches to drug discovery have been recently
used including structure-based drug discovery using computer simulations (Manglik et al., 2016) or
cell assays (Winpenny et al., 2016). Most drug discovery approaches use target-based approaches
which exclude many drug candidates that do not specifically target proteins of interest. Here we
propose phenotype-based drug discovery approaches in larval zebrafish to identify potent opioid
pain therapies without the side-effects of respiratory depression. The larval zebrafish has emerged
as a powerful model system for drug and gene discovery since it combines the biological complexity
of in vivo models with a nervous system homolog to humans including the respiratory neural net-
work. Such approach has the potential to validate many drug candidates without making any
assumptions on their mechanisms of action or targets. Our drug discovery approach proposes to
test whether drugs or combinations of drugs can be used as analgesics without the side-effects of
respiratory depression and such strategy is of considerable interest (Dahan et al, 2018;
Montandon and Slutsky, 2019). We combined several assays to test the respiratory depressant
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Figure 6. Nociception by AITC and analgesia by fentanyl in larval zebrafish. (A) As an index of nociception in larval
zebrafish, we measured behavioral responses to the nociceptive stimulus AITC. We quantified swimming in freely-
moving larvae. Swimming velocity was higher in zebrafish exposed to AITC (100 pM) compared to controls. (B) In
fish exposed to fentanyl (6 M) combined with AITC, swimming velocity was lower than in fish exposed to AITC
alone. Larvae exposed to AITC showed an initial increase in velocity during the first 3 min of the recording,
whereas larvae with AITC and fentanyl did not show a significant increase during the initial minutes. (C)
Comparison of averaged velocities for the first 3 min (shaded blue in Bb) after baseline (time = 0) showed that
AITC (n = 26) significantly increased velocity compared to the control (n = 26), whereas fentanyl (n = 9) reduced
the formalin response. Fentanyl alone did not significantly affect swimming velocity. Naloxone blocked the effect
of fentanyl at 20 uM (n = 12) and 50 puM (n = 17). CTAP did not block the effect of fentanyl on nociception (n = 11).
All data are presented as medians with error bars showing 25th and 75th percentile or interquartile range. Circles
indicate individual data points for each zebrafish measured. * indicates groups significantly different with p<0.05.
Source data can be found in Figure 6—source data 1.

The online version of this article includes the following source data and figure supplement(s) for figure é:

Source data 1. Nociception by AITC and analgesia by fentanyl.
Figure supplement 1. Angular velocity in response to AITC and opioid drugs.

effects of pain killers and their analgesics properties. We demonstrated that larval zebrafish (days
post-fertilization 12-14) can be used to test the analgesic properties of opioid drugs and to test the
severity of respiratory depression. Our assays provide simple, yet effective, ways to quickly test
potential drug candidates in a complex animal model while preserving its central nervous system
and brain blood barrier. Due to the high production of fish embryos, we can use these phenotypic
assays to perform high-throughput drug screening protocols that are otherwise not feasible in other
animal models. Importantly, drug screening in rodents is not feasible as it would require extensive
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Figure 7. Analgesic profiles of larval zebrafish. (A) To determine whether the analgesia assay can be replicated with non-opioid analgesics, we used
lidocaine, an analgesic widely used in the clinic. Lidocaine with formalin (n = 19) only moderately reduced swimming velocity compared to formalin
alone (n = 10). (B) The respiratory stimulant BIMU8 administered with fentanyl and formalin (n = 17) did not significantly affect swimming velocity when
compared to formalin/fentanyl (n = 8). On the other hand, CX614/formalin/fentanyl (n = 12) presented significant differences compared to the control
(n = 21). (C) We also looked at the analgesic properties of fentanyl in Tubingen zebrafish. As observed with the respiratory assays, fentanyl (n = 10) did
not reduce the swimming response compared to formalin alone (n = 9) as it did with AB zebrafish. All data are presented as medians with error bars
showing 25th and 75th percentile or interquartile range. Circles indicate individual data points for each zebrafish measured. * indicates groups
significantly different with p<0.05. Source data can be found in Figure 7—source data 1.

The online version of this article includes the following source data and figure supplement(s) for figure 7:

Source data 1. Analgesic profiles of larval zebrafish.
Figure supplement 1. Angular velocity in response to formalin, lidocaine, and stimulants.

resources and time. Here, we propose new behavioral assays in larval zebrafish where live animals
with intact central nervous system can be leveraged for phenotype-based drug discovery combining
respiratory depression and analgesia by opioid drugs.

Respiratory depression by opioids has been widely studied in mice, rats, dogs, and sheep
(Krause et al., 2009; Montandon et al., 2011; Montandon et al., 2016b). The use of complex ani-
mal models to assess respiratory variables comes with many challenges. To accurately assess respira-
tory depression by opioid drugs, it is critical to quantify respiratory variables without the use of
anesthetics which interact with the respiratory system, drug metabolism, and mechanisms of action
of opioid drugs. Respiratory assessments in non-anesthetized rodents is the gold standard but it
raises concerns due to the stress associated with animal handling, opioid injection, and changes due
to altered arousal states and behaviours (Montandon et al., 2016a; Montandon and Slutsky,
2019), which may ultimately affect research outcomes. In larval zebrafish, we demonstrated, for the
first time, that respiratory network activity can be assessed, that larval zebrafish present respiratory
rate depression by opioid drugs in a similar fashion than humans, and that opioid pharmacology
observed in humans is preserved in zebrafish. Most fishes have a complex respiratory system to
move water through their gills. Although fishes use a different strategy to absorb oxygen and elimi-
nate carbon dioxide than mammals, they rhythmically produce mandibular movements to move
water through their gills. In lampreys, the paratrigeminal respiratory group (pTRG) generates rhyth-
mic mandible movements (Bongianni et al., 2016). Because of their close evolutionary origins
(Missaghi et al., 2016), the pTRG shares similarities with the mammalian respiratory network
(Cinelli et al., 2013) which generates breathing and regulates respiratory depression by opioids
(Montandon et al., 2011). The pTRG also presents similar functional properties than mammals
(Gray et al., 1999) such as sensitivity to substance P (Mutolo et al., 2010) and to opioid drugs
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(Mutolo et al., 2007). Here, we propose that respiratory mandible movements controlled, at least in
part, by the pTRG can be used as an index of respiratory network activity, similarly to respiratory
activity of the trigeminal muscle in mammals (Jacquin et al., 1999). We showed that the rate of
respiratory movements presented dose-dependent decreases in response to increasing dosages of
the MOR ligand fentanyl. Although it is difficult to compare administration of fentanyl through fish
water in zebrafish and systemic injection in mammals, the dosages used in zebrafish corresponds to
those used in rodents (Yassen et al.,, 2008). Respiratory depression by fentanyl was substantially
blocked by the MOR antagonist naloxone, which is consistent with the fact that fentanyl is acting
mostly through MORs (James and Williams, 2020). However, the highly selective MOR antagonist
CTAP did not prevent respiratory depression by fentanyl, which is similar to the partial antagonism
observed in some rodent studies (Zhang et al., 2007). These results suggest that either other opioid
receptors are involved in the effect of fentanyl or that CTAP did not cross the blood brain barriers in
zebrafish due to its large molecular weight. Interestingly, morphine reduced significantly respiratory
rate in larval zebrafish at the low concentration of 1 uM, which is consistent with clinical studies
(Montandon et al., 2016a), but not at higher concentrations. The lack of respiratory depression at
high morphine concentrations may be due to disinhibition of excitatory networks regulating breath-
ing in the zebrafish. In rodents, morphine disinhibits the ventral tegmental area (Chen et al., 2015),
a brain area involved in sleep-wake states and arousal (Venner et al., 2019). Since increased arousal
state reduces the severity of respiratory depression by opioids (Montandon et al., 2016a;
Montandon and Horner, 2019), it may lead to a reduced respiratory depression at high concentra-
tions of morphine.

The two major strains of wild-type zebrafish, AB and Tiibinger (TU), showed different sensitivities
to fentanyl. AB fish present pronounced respiratory depression, an effect not observed in TU fish,
regardless of the concentration used (data not shown). This strain-specificity suggests that the mech-
anisms of action of opioid drugs differ between zebrafish strains which could be due to polymor-
phisms of the MOR gene as it can be found in humans (Oertel et al., 2006) or genetic differences in
various genes involved in MOR inhibition (Bian et al., 2012). To determine whether respiratory
stimulants can reverse respiratory depression by opioids in larval zebrafish, we tested two types of
agonists targeting excitatory receptors: ampakines which comprise drugs acting on AMPA receptors
(Ren et al., 2006) and serotoninergic agents (Manzke et al., 2003). CX-614, an ampakine allosteric
modulator of AMPA receptors, reversed respiratory depression in our larval zebrafish models, which
is consistent with its effects in rodents (Ren et al., 2006) or humans (Dahan et al., 2018). BIMUS, a
5-HT4a agonist, was administered in combination with fentanyl and compared with fentanyl alone.
BIMUS8 did not significantly reverse respiratory depression at the concentrations tested, which is con-
sistent with the low efficacy of this treatment in humans (Létsch et al., 2005). Other serotonin
agents such as 5-HTy and 5-HT3 agonists (van der Schier et al., 2014) can be easily tested using our
zebrafish models.

Zebrafish larvae were previously used as animal models to study pain and analgesia. Acetic or cit-
ric acids were added to fish water to induce pain (Lopez-Luna et al., 2017; Steenbergen and Bar-
dine, 2014). Our models did not use acids as nociceptive stimuli as they change water pH, to which
zebrafish are sensitive (Avdesh et al., 2012; Steenbergen and Bardine, 2014). Instead, we used for-
malin, a nociceptive stimulus widely used to induce pain in rodent models (Yoon et al., 2015), and
showed that formalin increased swimming velocity. Here, we propose that increased swimming
velocity in response to formalin represents the fish escape response to nociceptive stimuli. In fact,
lidocaine, a non-opioid analgesic, applied with formalin showed a significant reduction compared to
formalin alone. Lidocaine induces analgesia by inactivating voltage-gated sodium channels in neu-
rons, without activating opioid receptors (Tetzlaff, 2000), and these results support the concept
that formalin induces pain in larval zebrafish. To promote analgesia in larval zebrafish, fentanyl was
combined with formalin and it reduced the swimming response to formalin, therefore suggesting
that it reduced pain. It could be suggested that the escape response observed in our assays is due
to the effect of formalin on locomotor activity (not nociception) and that the reduced response with
fentanyl may be due to inhibition of motor activity. However, fentanyl alone did not reduce swim-
ming velocity compared to control larvae. To complement the nociceptive assay with formalin, we
used AITC, also known as ‘'mustard oil’, which acts on cation channel transient receptors potential
ankyrin 1one and transient receptor potential vanilloid 1 (Oda et al., 2016), two receptors involved
in nociception to chemical compounds (Bamps et al., 2021). Like formalin, the swimming response
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to AITC was reduced by fentanyl. To determine the role of p-opioid receptors in the analgesic
responses to fentanyl, we administered the antagonist naloxone. In the formalin assay, naloxone did
not block the effects of formalin, but blocked it in the AITC assay, which is consistent with the effects
of naloxone in humans (Gutstein, 2001). Although naloxone did not significantly block analgesia
when formalin was used, it is clear in Figure 5d that naloxone increased substantially velocity in
some animals, but also reduced it in other animals. In summary, the fact that fentanyl reduced the
nociceptive responses of AITC and formalin, two chemicals promoting nociception through different
mechanisms, suggests that our approaches correctly assess opioid analgesia in larval zebrafish, while
opioid pharmacology remains unclear in the formalin/fentanyl assays. As observed with the respira-
tory the CX-614 reversed analgesia which is consistent with their effects in rodents (Dahan et al.,
2018). BIMU-8 did not reverse analgesia which is consistent with its lack of effects in clinical trials
(Dahan et al., 2018). In conclusion, we established opioid analgesia assays that can be used to quan-
tify pain and the analgesic properties of new opioid therapies that can easily be used for large scale
drug discovery using larval zebrafish.

Opioid analgesics constitute essential pain therapies that present the lethal side-effect of respira-
tory depression therefore limiting their effective use in the clinical and at-home settings. There is cur-
rently no effective safe pain therapy due to the difficulty at identifying new drug combinations with
potent analgesia but reduced respiratory side-effects (Dahan et al., 2018). Using larval zebrafish, we
propose models allowing phenotype-based drug discovery approaches, i.e. permitting drug testing
without assumptions related to mechanisms of action and targets. Our novel drug discovery models
allow high-throughput drug screening in a simple and amenable animal model presenting similar
pharmacological and genetic profiles than humans (MacRae and Peterson, 2015). Although zebra-
fish has been used to identify new anesthetics and their mechanisms of actions (McGrath et al.,
2020; Yang et al., 2019), our study is the first to assess respiratory depression by opioid drugs in
larval zebrafish combined with analgesia. In addition to high-throughput screening approaches, our
models can also be used in combination of transgenic or knockout zebrafish to better understand
the mechanisms opioid inhibition, analgesia and respiratory depression, as well as live microscopy of
neural circuits of pain and respiration (Ahrens et al., 2013).

Materials and methods

resource Designation Source or reference Identifiers Additional information
Strain, strain background AB Zebrafish Hospital for Sick Children
(Danio rerio) and the University of

Toronto Mississauga (ON,

Canada)
Strain, strain background Tibingen (TU) Zebrafish Hospital for Sick Children
(Danio rerio) and the University of

Toronto Mississauga (ON,

Canada)
Strain, strain background AB, TU cross zebrafish Crossed at St. Michael’s

Hospital (ON, Canada)
Chemical compound, drug  Fentanyl citrate Sandoz (QC, Canada) Cat. No. 2520
Chemical compound, drug Morphine sulfate Sandoz (QC, Canada) Cat. No. 5642
Chemical compound, drug  Naloxone hydrochloride Omega (QC, Canada) Cat. No. L0010224
Chemical compound, drug CTAP (D-Phe-Cys-Tyr-D- Tocris (ON, Canada) Cat. No. 1560/1

Trp-Arg-Thr-Pen-Thr-NH,)

Chemical compound, drug Lidocaine Tocris (ON, Canada) Cat. No. 3057
Chemical compound, drug CX 614 Tocris (ON, Canada) Cat. No. 5149
Chemical compound, drug BIMU 8 Tocris (ON, Canada) Cat. No. 4374/5
Chemical compound, drug  Allyl isothiocyanate (AITC) Sigma-Aldrich (ON, Cat. No. 36682

Continued on next page

Canada)
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Source or reference Identifiers Additional information

Chemical compound, drug

Formalin VWR

Cat. No. 89370/094

Chemical compound, drug

Software, algorithm
Software, algorithm

Software, algorithm

Software, algorithm

Dimethyl sulfoxide (DMSO) Sigma-Aldrich (ON,

Sigmaplot
Adobe lllustrator
EthoVision XT

Cat. No. 472301
Canada)

Version 14, SAS
Creative Suite 5, Adobe

v15, Noldus Information
Technology, Netherlands

Matlab Mathworks, US

Animal husbandry

Animal practices and experiments in adult fish, larvae, and breeding pairs followed laboratory stand-
ards (Avdesh et al., 2012), and were carried out according to the procedures outlined by the Cana-
dian Council on Animal Care and were approved by St. Michael’s Hospital animal care committee.
Only wildtype AB strain zebrafish larvae at 12-14 days post-fertilization (dpf) were used for experi-
ments, except when comparisons between strains were made. Tiibingen (TU) and crosses between
TU and AB were used to compare strains. All experiments were performed in AB fish except when
TU was specifically mentioned. All fish were housed on a 14/10 hr light/dark cycle and kept at a con-
stant water temperature of 28°C + 0.5". Larvae and adults were originally obtained from the Hospital
for Sick Children and the University of Toronto Mississauga (Toronto, ON). For breeding, male and
female adult fish at 4 months of age were placed in a breeding tank and separated by a divider. The
next day the divider was removed, and fish mated within the first half hour of the lights-on period
and were returned to the rack (Aquaneering, CA, United States). The eggs were collected and
placed in petri-dish filled with E2 embryo medium (NaCl, 15.0 mM; KCI, 0.5 mM; MgSQ,, 1.0 mM;
CaCly, 1.0 mM; NaHPOy, 0.05 mM; KH,PO4, 0.15 mM; NaHCO3, 0.7 mM). Unfertilized eggs were
removed.

Beginning at 5 days post-fertilization, larvae were fed with Ziegler AP100 (artificial plankton) dry
larval diet (100 microns) and were moved to 0.8 litre tanks filled with system water, with a density of
20 fish/100 mL and were kept there until the experiment. Water quality was kept at a pH of 7.5 £ 0.5
and with a conductivity of 500-1000ppm. Dissolved oxygen was maintained at 6-7ppm. Nitrites and
ammonia were kept at <150 ppm. All experiments were undertaken during daylight hours and fish
were placed in an incubator at 28.5 + 0.5°C.

Drug treatments

All opioid drugs were used with Health Canada approval. Fentanyl citrate and morphine sulfate
were obtained from Sandoz (QC, Canada). Naloxone hydrochloride was obtained from Omega (QC,
Canada). The MOR antagonist CTAP (D-Phe-Cys-Tyr-D-Trp-Arg-Thr-Pen-Thr-NH,), lidocaine, the
Ampakine CX614, and the 5-HT,, receptor agonist BIMU8 were obtained from Tocris (ON, Canada).
AITC was obtained from Sigma-Aldrich (ON, Canada).

Determination of mandibular respiratory movements

Respiratory mandible movements were quantified in live zebrafish larvae using a custom-made sys-
tem including a 4K high-definition camera (Basler 4K, 4096pi x 3000pi, model acA4112-30um,
Edmunds Optics) and partially telecentric 7x zoom lens (Edmund Optics). The water was kept at a
constant 28.5 + 0.5°C temperature using a heating pad placed under the multi-well plate. With this
system, simultaneous recordings of 12 zebrafish larvae can be performed. As an index of respiratory
network activity, mandible movements were measured, and respiratory rate was quantified
(Figure 1A). In a custom-made 12-well clear plate, larval zebrafish were placed in wells (diameter 10
mm, depth 4 mm) containing 54 L of embryo medium. Using our video recording system, a dorsal
video was performed for each drug combination. We used two approaches to determine the rate of
mandible movement. Rate of mandible movements was visually counted by two independent
researchers, blind to the drug combinations. Using this approach, the number of mandible
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movements per minute was calculated for each condition and each animal. In a subset of zebrafish
larvae, mandible movements were also quantified by measuring pixel intensity changes in a defined
area around the fish head. Tracings of pixel intensity over time were plotted and the rate of intensity
changes was quantified using a custom-made software in Matlab (Mathworks, US). The validity of
visual quantification was then compared to software quantification.

Respiratory depression by opioids in zebrafish

Zebrafish larvae were positioned in wells and were left for 10 min to acclimatize to the environment.
A video of baseline respiratory movement was then taken for 1 min. Following the baseline record-
ings, combinations of drugs were applied to each well in a volume of 6 uL per well. VA video was
recorded for 30 min following drug administration. To determine whether various drugs induce
respiratory rate depression, we compared the rates of mandible movements between several groups
of larvae: control group (embryo medium), fentanyl group, fentanyl/naloxone group (combination of
fentanyl and naloxone), fentanyl/other drugs (fentanyl and potential drug candidates). When possi-
ble, animals from different groups were tested simultaneously in 12-well plates (for example: four lar-
vae per group with three groups were tested). However, several separate recordings of different 12-
well plates were necessary to provide the correct number of animals per group. Respiratory rate val-
ues collected in larval zebrafish were normalized according to baseline mandible rates acquired
before drugs were administered. Normalization considerably reduced the high variability encoun-
tered in larval zebrafish. Larval zebrafish may present different growth and behaviors at 12-14dpf
due to variable development rates and access to food and nutrients within the tank. To consistently
select larvae at similar development stages, we established selection criteria. For respiratory assays,
larvae with rates of mandible movements below 60 and above 160 movements/min at baseline
(before drugs were administered) were not considered. Such exclusion criteria considerably reduce
the inter-group variability observed in zebrafish larvae.

Swimming behaviour quantification

Nociception was assessed by measuring the swimming escape response to nociceptive stimuli.
Zebrafish were placed individually into wells of a custom-made 24-well plate containing 90 uL of
embryo water. The well plate was made of white acrylic with a back-light to allow video recording.
The plate was heated at 28.5 = 0.5°C. The same custom-made video recording apparatus, as men-
tioned above, was used to record swimming in larval zebrafish. Swimming experiments were ana-
lyzed using a commercial software (EthoVision XT v15, Noldus Information Technology,
Netherlands), and swimming velocity (mm/sec) and angular velocity (degrees/sec) were quantified.
Before applying drugs to the plate wells containing larvae, we measured a 10 min baseline. Only lar-
vae with velocity between 0.1 and 2 mm/sec during baseline (before drugs were administered) were
considered for analysis. Formalin or (allyl)-isothiocyanate (AITC) were then used as nociceptive stim-
uli. Such stimuli were previously validated in mammalian and adult zebrafish (Magalhdes et al.,
2017, Oda et al., 2016) studies. AITC directly acts on transient receptor potential A1 which is
involved in pain response. We applied formalin or AITC in combination with opioid analgesics to
determine opioid analgesia in larval zebrafish.

Opioid analgesia in larval zebrafish

Zebrafish larvae (12-14 days post-fertilization) were positioned in wells of a 24-well plate and left 10
min to acclimatize. A video of the baseline movements was taken for 10 min. Following baseline
recordings, combinations of drugs were applied to each well in a volume of 10 uL and video was
recorded for 15 min. To determine whether various drug combinations induce analgesia, we com-
pared the swimming velocity between several groups of larvae: control group (embryo medium was
administered), formalin or AITC group, fentanyl/formalin or fentanyl/AITC group (combination of
fentanyl and formalin), formalin/fentanyl/naloxone or AITC/fentanyl/naloxone. CTAP was also used
instead of naloxone. When possible, these groups were tested simultaneously in 24-well plates (six
larvae per group if four groups were tested). Multiple recordings were needed to provide the cor-
rect number of animals per group. The swimming and angular velocities were calculated for the first
3 min following treatment (minutes 0-3) and were used for analysis.
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Statistical analysis

Data in larval zebrafish do not always follow a normal distribution. Therefore, normality was tested
using a Shapiro-Wilk method and equality of variances using the Brown-Forsythe test. All respiratory
data presented in the Results section followed normal distribution when respiratory rate was normal-
ized according to baseline respiratory rate (before any drugs were administered). When data fol-
lowed a normal distribution, we compared multiple groups using a one-way ANOVA followed by
Holm-Sidak post-hoc tests to compare individual groups. We presented individual data points,
group means and standard deviation as error bars. However, data in larval zebrafish are often not
normally distributed. For instance, swimming velocity and angular velocity did not follow normal dis-
tribution, even when normalized according to baseline. When data distribution was not normal, we
compared experimental groups using Wilcoxon rank tests and All Pairwise Multiple Comparison Pro-
cedures (Dunn’s method) as post-hoc tests. We presented data as individual data points and
medians with error bars showing 25th and 75th percentiles (interquartile range). In some cases, data
presented clear outliers. To objectively identify outliers, we selected all data points below and above
1.5 x the interquartile range and eliminated these data points from the data set (Michel et al.,
2020). All statistical tests and graphs were done using Sigmaplot (version 14, SAS) and figures were
prepared with Adobe lllustrator (Creative Suite 5, Adobe).
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1. Absztrakt

Az opioidok hasznélata jarvanyként terjed Eszak-Amerikaban, évente tobb
millié tuladagolasos eset fordul el6. Az opioid készitmények, mint a
fentanil, a mdUi-opioid receptorokat célozzak, és akar végzetes
légzésdepressziot is el6idézhetnek. Az opioid kutatas f6 feladata egy olyan
biztonsagos fajdalomcsillapitdasi maddszert taldlni, amely nem jar
hipoventilaciéval. A potencialis készitmények felkutatasa jelenleg — a
megfelel6 allati modell hidanydban — korlatozott. A zebradanié (Danio
rerio) magas reprodukcids képessége, valamint gyors fejl6édése miatt igen
népszeri modell, amelynek fiziolégidja és genomja figyelemreméltd
hasonldsagokat mutat az eml&sokéhez. Ugyanakkor az még nem ismert,
hogy a zebradanié hasonld opioid rendszerrel rendelkezik-e, és hogy az
opioidokra adott légzési és fajdalomcsillapitasi valaszok hasonldak-e az
emlGsokéhez. A zebradanio larvaknal a fentanil csdkkenti a |égzés kozbeni
allkapocsmozgast, és csillapitja a fdjdalmat, amelyet a m(i-opiat receptor
antagonistak visszaforditanak. A zebradanié olyan evoluciésan kialakult

hatdsmechanizmusokat mutat az opioidok hatdsara, amelyek az
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emlGsoknél is megfigyelhetGek, tehat modellként alkalmazhaté a

fenotipus alapu drogkutatasok sordn.
2. Bevezetés

A jelenleg Eszak-Amerikat sujté opioid-jarvany dobbenetes mértékét
bizonyitja az évente milliés nagysagrendd silirgésségi ellatas és a tobb mint
45 000 haldleset (Florence et al., 2016). A szintetikus opioidok, mint a
fentanil és az oxikodon, vagy a természetes opioidok, példdul a heroin
vagy a morfium erésen addiktivak (Wilkerson et al., 2016), és légzési
depressziét okozhatnak (Dahan et al., 2010; Montandon et al., 20163a;
Nagappa et al., 2017), ami tuladagolas esetén haldlos kimenetell lehet
(Gomes and Juurlink, 2016; Jones et al.,, 2013). Az opioidok alapvet6
fontossagu fajdalomcsillapité szerek, amelyek hatékonysaga jelenleg
egyedildlld (IASP, 2018). Ezen készitmények mellékhatdsai azonban
korlatozzdk a hatékony haszndlatot és szuboptimalis fajdalomcsillapitdst
eredményezhetnek.

Az opioid készitmények a md-, kappa-, delta-receptorokon keresztiil
(Gutstein, 2001) az agyban hatnak. Bar az ezeken a receptorokon
aktivalédé opioidok szama igen magas, a leghatékonyabb opioidok, mint
a fentanil és az oxikodon elsésorban a mu-opioid receptorokhoz (MOR)
kotédve fejtik ki a hatdsukat (Sora et al., 1997). Mivel a MOR-ok az
idegrendszerben fejez6dnek ki, a légzést, valamint a nocicepcidt is
befolydsolva, a fajdalomcsillapitdsra szant opioidok egyéb hatasokat is
produkalnak. A MOR készitmények felel§sek olyan mellékhatasokért, mint
a fuggGség (Le Merrer et al., 2009), szedacioé (Montandon et al., 2016a) és
hipoventilacié (Dahan et al.,, 2010; Montandon and Slutsky, 2019;
Nagappa et al., 2017). A hipoventilacid jellemz6i a lelassult |égzés
(Macintyre et al., 2011), csokkent oxigénfelvétel (Ferguson and
Drummond, 2006), meghosszabbodott légzéssziinetek (Mogri et al., 2008;
Nagappa et al., 2017) és sulyos oxigénhiany kialakuldsa (Brown et al.,
2006). Tuladagolds sordn a teljes légzésledllds és bradycardia tartozik a f6

elhaldlozasi okok kozé (Pattinson, 2008). Az opioid tuladagolas soran
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bekovetkezs légzésdepresszid és a légzés teljes ledllasa lényegében az
opioidok agytorzsi légzésszabalyozdasi kdzpontra gyakorolt hatdsa miatt
kovetkezik be (Montandon and Slutsky, 2019). Az egyetlen elérhetd szer,
amellyel az opioid tuladagolas miatti [égzési depresszid visszafordithato, a

MOR antagonista naloxon, ami kézvetleniil gatolja az opioid ligandumok

elLife digest Amikor erds fajdalomcsillapitasrél van sz6, az orvosok
eszkOztdra a szintetikus és természetes opioidokban meril ki, az utébbiak
kozé tartozik a morfium, fentanil és oxikodon. Azonban ezek a vegyiletek
a légzést lassabba és felliletessé tehetik, rohamosan csokkentve ezzel a
szervezet oxigénszintjét, és halalhoz vezethetnek. Ezen haldlt okozé
mellékhatas kiilonésen megrendits, mivel az opioidok nem megfelel6
haszndlata az Egyesiilt Allamokban radikalis mértéket 6lt, ezzel kialakitva
az ,6pioid jarvanyt”, amely 2020-ban tébb mint 80 000 amerikai halalaért
volt felelGs. EbbdI kifolydlag létfontossdgu, hogy egy olyan veszélytelen
készitményt talaljunk, amely nincs negativ hatassal a légzésre, de az erre
iranyulé kutatdst lassitotta az 0j vegyiletek hatasdnak vizsgalatara
alkalmas allatmodellek hidnya.

A zebradanié egy kisméret( édesvizi halfaj, amelyre a gyors szaporodas és
fejlédés jellemz6, genetikdja azonban nagyban hasonlit az eml&sékéhez,
és komplex idegrendszer jellemzi. Ellenben még nem tudni, hogy a
zebraddnidé opioidokra adott vdlasza Osszehasonlithato-e az emlGsok
valaszaval, tehat egyel6re kérdéses, hogy haszndlhaté-e (j
fajdalomcsillapitészerek tesztelésénél.

Ezen feltevés megvalaszolasdra Zaig és tarsai fentanil hatasanak tettek ki
zebradanio larvékat, és kimutattdk, hogy a gyengllé légzés jeleként a
halak alkapocsmozgdsa lassult. A fajdalmas ingereket is hosszabban
toleraltadk, tehat az opioid csokkentette a fajdalmat az allatokban. Az
eredmények egylittesen azt mutatjdk, hogy a zebradanié opioid valaszai
hasonldak az eml&sokéhez, demonstrdlva, hogy ez a halfaj alkalmazhatd
potencialis fajdalomcsillapitdszerek teszteléséhez. A Zaig és tdrsai altal

kifejlesztett mddszerekkel nagy szamban és gyorsan vizsgdlhatdk a
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gyogyszer-hatdanyagok, akarcsak a fajdalom megjelenése és

megallitdsanak a dekddolasa is.

m(i-receptorokhoz valé kapcsolédasat. Ugyanakkor a naloxon a
fajdalomcsillapitd hatast is gdatolja, emiatt nem haszndlhatd kiegészité
kezelésként. A mellékhatdsként hipoventilaciét nem okozd, hatékony
fajdalomcsillapitasra  alkalmas 4j opioid  készitmények vagy
gyogyszerkombindciok kutatdsa visszaesett a megfelel6 allati modell
hidnyaban, amellyel a fajdalmat és légzést érint6 viselkedési tesztek
elvégezhet6ek lettek volna.

A biztonsagos opioid terdpidk kifejlesztéséhez a legfontosabb [épés az Uj
molekularis célpontok és gydgyszerhatéanyagok meghatarozasa. A MOR
gatldst  szabdlyoz6  mechanizmusok  Osszetettsége  miatt a
gyogyszerhatdanyagok muikodésének széleskorld szlirése az ismert
konstrukcié alapjan ragcsaldmodellben nem lehetséges. Egy olyan
alkalmas modell megtaldldsa tehat elengedhetetlen, amelynek
segitségével mindez megvaldsithatd, mégpedig a gerincesek Osszetett
kdozponti idegrendszerének és viselkedésének megdbrzésével. Kihivast
jelent az olyan Osszetett fenotipusok szamszerl és teljeskor(
meghatarozasa, mint a légz6szerv idegi aktivitdsa és a nocicepcid. A
ragcsalok nem megfelelGek, a nagy méretlik, generacids idejiik miatt, és a
gyogyszerek elérhet6sége is neheziti a szlirési skalat. Erre alternativa a
zebradanio larva, amely anatdmiajaban, fizioldgiajaban és genomja nagy
részében hasonlit az emberre. A zebradanio esetében a larva kis mérete,
a halak kdénny( szaporithatdsaga, és az egyszer( génkilitést lehetévé tevé
kiils6 termékenyiilés teszi a fajt kedvelt modellszervezetté, amellyel a
géneket és gydgyszerhatdanyagokat lehet vizsgdlni. Jelen tanulmanyban a
zebraddaniot javasoljuk tovabbi elemzésre, mint egyszer(i, mégis hatékony
allati modellt annak érdekében, hogy a MOR légzési és nociceptiv
gatlasanak molekuldris folyamatait meg tudjuk hatdrozni. Fontos
megjegyezni, hogy a zebraddnid larva alkalmazhaté széleskor(

gyogyszertesztekben Uj gydgyszerhatdanyagjeloltek azonositasara.
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A zebradanié larva idedlis modellé valt a gydgyszer- és génkutatasban,
mivel egy in vivo modell bioldgiai bonyolultsagat tarsitja egy olyan
idegrendszerrel — ideértve a légzérendszer idegi hdldézatdt —, amely
homoldg az emberével. Habar a halak mas mdédon veszik fel az oxigént és
adjdk le a szén-dioxidot, mint az eml&sok: ritmusos allkapcsi mozgast
végeznek, mikdzben a vizet a kopoltydjukon keresztiil dramoltatjak. Az
ingola légz6szervi idegi hadldzata magaba foglalja a paratrigeminadlis |égzési
csoportot (pTRG), valamint a nucleus vagust, és ez a halézat hozza létre az
allkapocs ritmikus mozgdsat (Bongianni et al., 2016). A kozeli evolucids
eredetlikbél kifolyélag (Missaghi et al., 2016) a légz6szervi hdaldzatuk
hasonldsagokat mutat az eml&sok légzbszervi haldzataval (Cinelli et al.,
2013), ami iranyitja a légzést és szabdlyozza az opioidok altal kivaltott
légzési depresszidt (Montandon et al., 2011). A pTRG hasonlé funkciébeli
tulajdonsagokat mutat, mint az eml&sok légzérendszere, mint példaul
érzékenység a P anyagra (Mutolo et al., 2010) és az opioid ligandumokra
(Mutolo et al., 2007). Feltevésiink szerint a |égzési allkapocsmozgast mint
légz6szervi aktivitds mutatot lehetne alkalmazni, hasonléan az
emlGsokben légzési tevékenység kozben hasznalt trigeminalis
izommozgashoz (Jacquin et al., 1999). A zebradanié — az eml6sdkhoz
hasonléan — rendelkezik gerincvelGi, agytorzsi és szubkortikalis
idegpdlyakat fel6lel6 nociceptiv rendszerrel (Taylor et al.,, 2017). Bar a
fajdalomérzékelés és az opioidokra vald valaszadds kozvetlenil nem
értékelhet6, egy nociceptiv stimulusra adott menekil6 Uszasi
valaszreakcié konnyen megallapithatd a zebradanié larvaknal. A formalin
(Magalhdes et al., 2017) vagy (allyl)-isothiocyanate (AITC, mustar olaj)
altal kivaltott nociceptiv inger alkalmazhaté larvakori zebradanién. Az
AITC, a tranziens receptor potencial ankyrin-1 csatornan és a tranziens
receptor potencidl vanilloid-1 csatornan (Oda et al., 2016) aktivalédik,
amelyek szerepet jatszanak a kémiai anyagok altal elGidézett
fajdalomérzékelésben (Bamps et al., 2021). Ennek kapcsan inditvanyozzuk
annak a meghatdrozdsat, hogy a légzésdepresszid és a fajdalomcsillapitas

mérhetd-e zebradanio larvakban.
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Az opioid fajdalomcsillapiték és kabitdészerek a MOR-okhoz kot6dve
valtjak ki hatasukat (Gutstein, 2001). Az eml6sdk és zebradaniok MOR-jai
igen homoldgok és 74%-ban megegyezik az aminosav-szekvencidjuk
(Sanchez-Simon and Rodriguez, 2008). A MOR hasonlé kotédési
tulajdonsagokkal rendelkezik, mint az emlSsdkre haté morfin és DAMGO
egylttese (Marron Fdez de Velasco et al., 2009; Mutolo et al., 2007). A
zebradanio és az emlGsok respiracid, fajdalom és opioid rendszerekbeli
hasonldsdga okan feltételezziik, hogy a zebradanié imitdlhatja az
eml8sokben az opioidok altal kivaltott légzésdepresszidt, valamint
fajdalomcsillapitast és mads, opioid készitményekhez kothetd
kovetkezményt. Tanulmanyunk célja, annak bebizonyitdsa, hogy a
zebraddnié az eml6sokhoz hasonld, evolucidsan konzervalt opioid
tulajdonsagokat mutat. Ezek alapjan azt mondhatjuk, hogy a zebradanid
larva alkalmas az opioidok okozta légzésdepresszid és fajdalomcsillapitas
tanulmanyozdsara. Célunk még, hogy igazoljuk a larva allapotu zebradanid
opioid gydgyszerhatastandnak egyezését az emlGsokben és emberekben
megfigyeltekkel, valamint annak bizonyitasa, hogy a jelenleg alkalmazott
légzésdepresszi6  megakaddlyozdsdra  szolgdld  gydgyszerterdpidk

tesztelhet6k zebradanid larvakban.
3. Eredmények

A zebraddnio a kopoltyujat hasznalja a gazcserére a vizben. A viz kopoltydn
torténd atfolyasa egy Osszetett, az agytorzsi légzérendszer altal generalt
folyamat, amely tulajdonsagaiban és anatémiajaban hasonlit az emI&sok
gazcseréjéhez (1A dabra). A légz6rendszer ritmikus izommozgast indukal,
amely segiti a viz kopoltyuba aramlasat. Ezen izmok egyike a
haromosztatu ideg altal mozgatott allkapocsizom, amely szabalyozza az
allkapocs nyitdsat és zarasat. Az allkapocsmozgas a légzdszervi aktivitas
egyértelmU jele, és konnyen rogzithet6 egy, az Uszd zebradanid folé
helyezett nagy felbontdsi kamera segitségével (1B,C 4bra). Az
allkapocsmozgds szdmszer(sithetd az ezen a teriileten talalhatd pixelek

intenzitdsaban bekovetkezé valtozdsok szamolasaval (1B dabra), illetve
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annak id6beli valtozasa is rogzithet6 (1D abra). Az allkapocsmozgas Gteme
az dllkapocsmozgds csucsainak szdmaval fejezhet6 ki (piros karikdk, 1D
abra), amely a légz6rendszer ritmusat mutatja, és itt a légzésszam
mutatdja. Multi-well plate-eket alkalmazva, az 1E abran lathaté mddon
hasznaltuk a gydgyszerek kombinacidéit embrid médiumhoz adagolva. A
gyogyszerkombinaciokat kilon csoportba tartozé halakon alkalmaztuk.
Minden egyes dllatot egyetlen gydgyszerkeverékkel kezeltlink, nem pedig
egymast kovetd keverékekkel, mivel ezeket lehetetlen eltavolitani a vizbdl.
Annak érdekében, hogy megallapitsuk, a zebradanié alkalmas modell-e az
opioid indukdlta légzésszam depresszi6 meghatdrozasara: embrid
médiumot, mint kontrollt és fentanilt, mint altaldnosan hasznalt
fajdalomcsillapitét alkalmaztunk a [arvdkon, mikdzben szamszerdsitettiik
az dllkapocs mozgdsdnak sebességét (2A adbra). A zebradanié larvak
kontroll  kordlmények  kozoétt  (embridviz) percenként  15-115
allkapocsmozgast produkaltak. Az 1 uM fentanilnak kitett larvak
légzésszamat 30 percen keresztll rogzitettik (2B abra). A
kontrollcsoportban a kiinduldsi ponthoz képest kezdetben novekedett a
légzésszam, de szignifikdns valtozas nem tortént a 30 perces id6tartam
alatt (2B abra). A fentanillal kezelt csoportban a légzésszam hatarozottan
csokkent 4 perccel a fentanil hozzaadasa utan. Mivel 5 perccel az expozicié
utan volt a leger6sebb a légzésdepresszid, dsszehasonlitottuk a kontroll-
és a fentanillal kezelt csoportok 5-6. perc kozotti |égzésszamat (2C dbra).
A 0,2 és 0,4 uM koncentraciéju fentanil a kontrollhoz képest nem
csokkentette szignifikansan az allkapocsmozgast (p = 0,473 és p = 0,797)
(2C dabra). A kontrollhoz képest (p = 0,006 és p = 0,038 , 2C 4bra) a
fentanillal kezelt egyedek (1 és 3 uM) allkapocsmozgasa szignifikdnsan
csokkent. Az adatoknak az alapértéknek vett sebességhez vald
standardizalasat kovetden a csoportokon beliili valtozatossag jelentésen
csokkent (2D dbra). 1 uM (p<0,001) és 3 uM (p<0,001) fentanil
szignifikdnsan csokkentette az alapértéknek vett sebességet a
kontrollcsoporttal 6sszehasonlitva (2E abra), viszont a 0,2 uM (p = 0,275)

és 0,4 uM (p = 0,200) koncentracido nem eredményezett ilyen csokkenést.
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Osszefoglalva, a fentanil indukalta 1égzésdepresszié a tesztelt 1 és 3 uM
koncentracidkban volt mefigyelhet6. Megallapitottuk, hogy ez a
normalizdlds képes leginkabb reprezentalni a fentanil okozta
légzésdepressziot, és csak normalizalt adatokat mutattunk be a kovetkezé
légzésdepresszid abrakon. Ahhoz, hogy megfejtsiik az opioid receptorok
gyogyszerhatastanat a zebraddnidéban, harom csoportot hasonlitottunk
0ssze: 6nmagaban fentanilnak, illetve két MOR antagonista vegyiilettel, a
naloxonnal és a CTAP-pal kombinalt fentanilnak kitett halak csoportjait (3.
abra). A fentanilnak kitett halak dllkapocsmozgasi sebessége csokkent (3A
abra). 10 puM MOR antagonista naloxon a fentanil indukalta
légzésdepressziét nem forditotta vissza szignifikansan (p = 0,178, 3B 4bra).
Ugyanakkor 20 uM naloxon mar szignifikdnsan megforditotta a fentanil
keltette hatast (p < 0,001, 3B 4bra). A szelektiv MOR antagonista CTAP (4
KM) nem valtoztatott szignifikdnsan a fentanil miatti légzésdepresszion
(p=0,077, 3B dbra), habar a szadmitott valdszinliség a
szignifikanciahatdran mozgott. Annak meghatarozasara, hogy a naloxon
vagy a CTAP 6nmagdban novelheti-e a |égzésszamot, 6sszehasonlitottuk a
CTAP-nak (4 uM) vagy a naloxonnak (5 és 20 uM) kitett halcsoportokat a
kontrol halakkal (3C dbra). Onmagéban sem a CTAP, sem pedig a naloxon
nem mutatott hatdst a légzésszamra (egytényez6s ANOVA, p =0,122).
Osszegezve, a fentanil ltal kivaltott 1égzésdepressziot a MOR antagonista
naloxon gatolta, viszont a CTAP nem.

A kordbbi kisérletekben a naloxon fentanillal egyidejlleg alkalmazva
meggatolta a légzésdepresszidt (3A,B abra). Majd teszteltik, hogy a
naloxon képes-e teljesen visszaforditani a fentanil (1 uM) altal okozott
légzésdepressziot, ha a légzésdepressziot kovetben alkalmazzuk (3D abra).
Ahogy az varhatd volt, a fentanil szignifikdnsan csokkentette a légzést
(p=0,009), amelyet 9 uM naloxon (p=0,111) nem volt képes
visszaforditani. Habar érdemes egy szekvencialis megkozelitést alkalmazni
az ismétlések miatt, két kihivas jelentkezett kdézben. Az els6, hogy a
kétszeri pipettazas a tobblyuku sejttenyészté lemezekben befolyasolta a

halak viselkedését, ami magyarazatot adhat a naloxonra adott nagyfoku
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valtozékonysagra. A masodik, hogy a plate-ek lyukaiban kevés viz valamint
torzsoldat volt, tehat a naloxon koncentraciéjanak novelése aligha volt
lehetséges a fentanil koncentracidjanak felhigitdsa nélkil. fgy arra a
kovetkeztetésre jutottunk, hogy a gyodgyszerhatéanyagok szekvencialis
adagoldsa nem a legkonzisztensebb, ezért a gyodgyszerkombinaciokat
elkilonitett halcsoportokon hasonlitottuk 6ssze.

Mivel a zebradanié vonalak genetikailag kiilonb6zhetnek, valamint
eltérhet az opioidokra vald érzékenységiik (Marron Fdez de Velasco et al.,
2009; Sanchez-Simon and Rodriguez, 2008), ezért a fentanil okozta
légzésdepressziot kiilonb6z6 vonalakon is 6sszehasonlitottuk (3E abra). Az
AB vonal légzésszamat jelent6sen csOkkentette a fentanil (1 uM), ahogyan
azt korabbi kisérletek soran mar megallapitottuk (p < 0,001), viszont
ugyanez a Tubingen (TU) vonal esetében nem volt megfigyelhet6 (p <
0,001), sem az AB x TU keresztezetteknél (p < 0,001). Egyediil az AB vonal
reagalt érzékenyen a fentanilra, és a kés6bbi kisérletekhez ezt a vonalat
hasznéltuk. Osszefoglalva, az opioid receptorokon keresztil aktivalodé
fentanil Iégzéscsokkenést valtott ki, amely hatast a naloxon visszaforditott.
A széleskorlien hasznalt morfin kevésbé komoly légzésdepresszidt valt ki,
mint a rendkiviil erés opioidok pl. a fentanil (Gutstein, 2001). Vizsgaltuk a
morfin lehetséges légzésdepressziés hatasat zebradaniéon. A noévekvs
morfin adagoknal (1, 10, 20, 50 és 200 uM, p = 0,088, 3F dbra) nem volt
megfigyelhet6 doézisfliggé hatds. A tobbszords Osszehasonlitd tesztek
kimutattak, hogy a kontrollhoz képest 1 uM morfin jelentdsen lassitotta a
légzést (p =0,021), viszont a tobbi tesztelt koncentracidban nem (p >
0,488). Ezek az eredmények vetik fel, hogy alacsony koncentraciéban a
morfin lassitja a légzést, viszont magas koncentracidban gerjeszt6 hatast
fejthet ki.

Ahhoz, hogy meg tudjuk hatarozni, vajon az eml6s6kh6z hasonldan,
meghatarozott gerjesztdszerekkel a zebradanid légzése is fokozhato, két
légzésfokozd szert alkalmaztunk a halakban, amelyekrél ismert, hogy
serkentik az opioidok altal csOkkentett légzést. Els6nek az 5-HT4A

szerotonerg ligandumhoz kapcsolédd BIMU8 (Manzke et al., 2003) szert
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alkalmaztuk fentanillal egyitt és nélkiile (4A abra). A fentanil és BIMU8
(10 uM) egyittes, a fentanil csoporttal 6sszevetve (p = 0,193), nem
mutatott visszafordulast a légzésszamban. A kizarolag BIMUS8-nak kitett
halak szignifikdnsan magasabb |égzésszamot produkaltak, mint a kizardlag
fentanillal kezeltek (p = 0,008), viszont ez az érték nem tért el a
kontrollcsoporttdl (p = 0,294). A BIMU8 és fentanil kombinacidja
jelentGsen alacsonyabb légzésszamot valtott ki, mint a BIMUS8 egyediil és
a kontroll (p = 0,018 és p = 0,007). Osszegezve, a fentanilhoz adott BIMUS
nem forditotta vissza jelentGsen a fentanil altal kivaltott |égzésdepressziot.
A CX614 alloszterikus AMPA aktivalo jelentGsen visszaforditotta a fentanil
okozta légzésdepresszidt (p < 0,001, 4B abra). A CX614+fentanil magasabb
légzésszamot eredményezett, mint csak a fentanil, vagy a kontroll (p =
0,021), valdszin(lsitve, hogy a CX614 ebben a ddézisban megforditotta a
fentanil okozta légzésdepressziét. Onmagdban a CX614 nem névelte a
légzésszamot a kontrollhoz képest (p = 0,058), azonban a kapott
valdszinUségi érték a szignifikancia hataran volt. Magasabb dézisok roham
el6idézése miatt nem keriiltek tesztelésre. Annak érdekében, hogy
meghatarozzuk, hogy a fentanil révén fellépd légzésdepresszié a fentanil
kdzvetlen hatdsa vagy pedig a szedacié miatt (Montandon and Horner,
2019), illetve a fajdalomra bekovetkezd (Jiang et al., 2004) kozvetett
valasz-e, vizsgdltuk a lidokaint is, mint nem md-opioid receptorokon
keresztll haté fajdalomcsillapitét (Lopez-Luna et al., 2017). A lidoicain
nem okozott szignifikans légzésszambeli valtozast a kontrollhoz képest
(p=0,267, 4C abra).

A gyogyszerek oldasara DMSO olddszert hasznaltunk, ami hatassal lehet a
légzésre. Az alkalmazott 0,0016% DMSO nem valtoztatott a Iégzésszamon
(p=0,342). Azért, hogy meghatarozzuk az opioid szerek zebradanid
larvakban kifejtett fajdalomcsillapitdé hatdsat, egy egyszer(i nocicepcio
modellt készitettlink, amelyben kombinaltuk a formalin expoziciét, mint
nociceptiv ingert, és az ezt kdveté menekil6é Uszdsreakcid mértékét. Az
egyes larvak mozgdsat, embrié médium, formalin, valamint formalin és

fentanil kombinacié tartalmu tobblyukd sejttenyészté6 lemezekbe
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helyezve, videdfelvételen keresztil kovettiik végig (5. dbra). Kétféle uszasi
viselkedést hataroztunk meg (5A abra): Uszasi sebesség (megtett mm/mp)
és szogsebesség (forduldsi szog foka/mp, 5. dbra — kiegészité abra 1). A
formalinnak kitett egyedek Uszasi sebessége alapvetéen fokozdédott a
formalin hatdsara (5B abra). A fentanil formalinnal kombindlva jelentds
sebességcsokkenést eredményezett a kizdrélag formalinnal kezeltekhez
képest (5B abra). Az ezt kovet6 formalin expozicid szignifikdnsan gyorsult
Uszasi sebességet eredményezett az els6 3 percben (5C abra, kék oszlop),
amely reakcié a kontroll és formalin/fentanil csoportndl nem volt
megfigyelhetd (5C abra). A larvak csoportjainak gydgyszeres kezelését
koveté els6 3 percben produkdlt atlag Uszasi sebességét
Osszehasonlitottuk. A kontrollcsoporthoz viszonyitva (p < 0,001, 5D abra)
a formalin csoport szignifikdnsan gyorsabb sebességet mutatott. Az Uszasi
sebesség szignifikdansan lassabb volt a formalin/fentanil csoportban, mint
a formalin csoport egyedeinél (p = 0,037), ami arra utal, hogy a fentanil
csokkentette a formalinra adott menekiilési reakcidt, amely jelezheti
annak fajdalomcsillapitd hatdsat. Ugyanakkor, ez betudhaté a fentanil
Uszasra gyakorolt kozvetlen hatdsanak is. A kontrollal 6sszevetve a fentanil
onmagaban alkalmazva nem csokkentette az Uszasi sebességet
(p=0,221), ami mutatja, hogy 6nmagdban nem befolydsolta az Uszast.
Kovetkez6nek a p-opioid receptor antagonista naloxon és CTAP hatasat
hataroztuk meg (5D dbra). A naloxon csoportoknal megfigyelt sebesség
nem volt jelentGsen magasabb, mint a formalin/fentanil csoportoknal
(p>0,122), mindez azt jelenti, hogy a naloxon nem gatolta a fentanil
fajdalomcsillapité hatasat. A CTAP/formalin/fentanil csoportok és a
formalin/fentanil, valamint az dnmagaban fentanillal kezelt csoportok
kozott nem volt kilonbség (p=1,000 és p=1,000). A fentanil és
kontrollcsoportoknal magasabb sebességet mutattak a
naloxon/formalin/fentanil csoportok (5D abra). Ez valdszin(isithet6en a
naloxon egyediili hatasanak tudhato be 50 UM koncentracidban (5E abra).
Ezutan a formalin szogsebességet érint§ hatasat néztiik. A kontroll

csoporttal 0Osszehasonlitva a formalinnal kezelt larvédkat csokkent
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szogsebesség jellemezte (p < 0,001, 5. abra — kiegészité abra 1), amely
hatast a fentanil nem forditott vissza (p = 0,151). Az utdbbibdl kdvetkezik,
hogy a szogsebesség nem haszndlhatdé a formalin altal kivaltott
menekiilési valasz értékelésére.

lgaz, hogy a naloxon nem akaddlyozta, vagy forditotta vissza a fentanil
fajdalomcsillapito hatdsat, de ez betudhaté a formalin hatdsara jelentkezd
nagy variabilitasu Uszasi vdlaszok kovetkezményének. Ami azt illeti, a
formalin/fentanil/naloxon hatdsara az Uszasi sebesség 0,3-4 mm/mp volt,
ami lényegesen magasabb a kontroll- és a fentanil csoportok
variabilitasandl. A még biztosabb nociceptiv valaszok elérése érdekében
allil-izotiocianatot (AITC) alkalmaztunk, amely a tranziens receptor
potencial ankyrin-1 csatorndn és a tranziens receptor potencial vanilloid-
1 csatornan keresztil aktivalodik (Oda et al.,, 2016). A formalin
tesztelésekor haszndlt mddszerhez hasonldéan kombindltuk az AITC-t
fentanillal és/vagy naloxonnal. A kontrollhoz képest 100 uM AITC
intenzivebb Uszdst eredményezett, amely hatast a fentanil csokkentette
(6A abra). A gydgyszerhatdanyag hozzaadasanak elsé 3 percében a larvak
kezdeti megnovekedett Uszasi sebességgel reagdltak, amely megegyezett
a formalinra adott valasszal. Ennek ellenére a fentanil (6 uM) és AITC (100
puM) kombindcidjaval kezelt halak az AITC-vel kezeltekhez képest nem
mutattak Uszasi reakciét (6B dbra). Mindez azt mutatja, hogy a fentanil
csokkentette az AITC-ra adott nociceptiv valaszreakciét. A formalin
tesztben alkalmazott fentanil koncentraciohoz képest (3 uM) az AITC
hatasainak megsziintetéséhez magasabb koncentraciéra volt szlikség (6
uM). Onmagaban alkalmazva a fentanil ezen koncentréacidja (6 uM) nem
csokkentette a kontrollegyedek sebességét (6B dbra). Az AITC-vel kezelt
halak atlagsebessége szignifikdnsan magasabb volt, mint a
kontrollcsoporté (p < 0,001, 6C abra) és ez az emelkedés szignifikdnsan
alacsonyabb volt a fentanillal és AITC-vel kezelt egyedeknél (p < 0,001). Az
AITC altal elGidézett szogsebesség megnovekedett, amelyet a fentanil nem
forditott vissza (6. dbra — kiegészit6 abra 1.) Erdekes mddon a 20 és 50 uM

naloxon, AITC és formalin keverék gyorsabb Uszasi sebességet
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eredményezett, mint ami az AITC-vel vagy fentanillal kezelt csoportok
egyedeinél volt megfigyelhet6 (p = 0,003 és p < 0,001, egyenként), mig a
CTAP-val kezelteknél nem (p =0,342). Osszefoglalva: az AITC intenziv
Uszasgyorsuldst okozott, amit a fentanil jelentésen csokkentett, amely
hatast a naloxon visszaforditott.

Annak meghatdrozasara, hogy kideritsiik, vajon a zebraddnié masfajta
fajdalomcsillapitokra is érzékenyen reagdl-e, lidokainnal, vagyis nem-
opioid fajdalomcsillapitéval kezeltiik a larvakat (7A abra). A kordbbiak
alapjan kimutattuk, hogy a formalin a kontrollhoz képest megndvekedett
Uszasi sebességet eredményez (p < 0,001, 7B &bra). A lidokainnak és
formalinnak kitett halak sebessége jelent6sen csokkent a formalin
csoporthoz képest (p=0,002). A lidokainnal kezelt egyedek Uszasi
sebessége nem kiilonbozott a kontrollétdl (p = 0,693). Mivel a lidokain
oldasadhoz viszonylag magas koncentracioju DMSO-t (1%) haszndltunk,
0sszehasonlitottuk, hogy az 1%-os DMSO-val kezelt csoport kiildnbozott-e
a kontrollcsoporttél és a két csoport kozott nem taldltunk kilonbséget
(p=0,879, 7A abra). A formalinnal ellentétben a lidokain nem valtott ki
szogsebességbeli  vdltozast (7. dbra — kiegészit6 dbra 1.
Kovetkeztetésképpen, a két fadjdalomcsillapitd tipus (fentanil és lidokain)
mérsékelte a formalinra adott Uszasi reakciot, tehat ezek a tesztek
megfelelGek a fajdalomcsillapitd hatas mérésére.

A zebraddanidkban fentanil okozta légzésdepresszid
visszafordithatdsdganak tesztelésére BIMU8 és CX614 stimulansokat is
alkalmaztunk. Szignifikansan egyedil a CX614 tudta visszaforditani a
hatdst. Ennélfogva megvizsgaltuk a két stimulans fentanil Aaltali
fajdalomcsillapité  hatdsdnak visszafordithatésagat is. A BIMUS8
(20 uM)/formalin/fentanil kombinacié nem valtoztatta meg szignifikansan
az Uszdsi sebességet, Osszevetve a kontroll- (p=1,000) vagy a
formalin/fentanil csoportokkal (p=1,000, 7B 4&bra). A CX614 (5
uM)/formalin/fentanil kombinacié azonban novelte az Uszéasi sebességet
a kontrollcsoporthoz (p<0,001), valamint a formalin/fentanil

kombinaciohoz képest (p = 0,007). Ez azt mutatja, hogy a CX614 ampakine
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vegylilettel mind a fentanil okozta légzésdepresszid, mind pedig a
fajdalomcsillapitd hatds visszafordithaté. Befejezésképpen, a fentanil nem
okozott |égzésdepresszidt a Tubingen vonalban, ezért megvizsgaltuk, hogy
ez a vonal a fentanil fajdalomcsillapitd hatdsdra is hasonldan érzéketlen-
e. A TU vonal, formalin és formalin/fentanil csoportja kozott nem volt
killdbnbség az Uszasi sebességben (p=0,132), (7C abra), ami szerint a

fentanil nem csokkentette a formalin indukalta nocicepciot.
4. Kovetkeztetések

Az opioid gydgyszerkészitményeket széleskorlien  alkalmazzak
fajdalomcsillapitdsra, azonban a hasznalatuk sulyos mellékhatasaként
légzésdepresszid |ép fel, tuladagolasa pedig halalos is lehet. Az erés és
kréonikus fajdalom csillapitdsara jelenleg nem létezik biztonsagos opioid
kezelés. Az Uj, hatékony és mellékhatas nélkili fajdalomcsillapitoszerek
beazonositdsdhoz az opioid gyogyszerkutatasnak Uj vizsgalati utakat kell
feltérképeznie. Uj megkozelités a gyodgyszerkutatdsban példaul a
szamitogéppel szimulalt szerkezet-alapu gyogyszerkutatas (Manglik et al.,
2016) vagy a sejt tesztek (Winpenny et al., 2016). A gydgyszerkutatdsra
leginkabb a cél alapud szemlélet jellemz§, amely tobb olyan
gyogyszerhatdanyag-jeloltet kizar, amely nem specifikusan a kivalasztott
fehérjéket  célozza. Jelen kutatasban egy fenotipus-alapu
gyogyszerkutatasi szemléletet javaslunk zebradanié larva modellben a
hatékony opioid fajdalomcsillapitd  szerek  megtaldlasdra, a
mellékhatasként jelentkezé |égzésdepresszid nélkil. A zebradanio larva
nagyon fontos modellé valt a gydgyszer-, valamint a génkutatas terén,
mivel az in vivo modellek bioldgiai 0Osszetettségét kombindlja az
emberéhez hasonlé idegrendszer sajatossdgaival, ideértve a
légz6rendszer idegi haldzatat is. Az effajta megkdzelitéssel lehet6ség van
szamos gyogyszerhatdanyag hitelesitésére barmilyen hatdsmechanizmust
vagy célt illet6 feltételezés nélkil. A gydgyszerkutatdsi szemléletiink azt
kivanja tesztelni, vajon a gydgyszerhatdanyagok vagy ezek kombindcidi

hasznalhatok-e a légzésdepresszibnak mint mellékhatasnak az
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elkerilésével. Egy ilyen eljarasra jelentGs érdekl6dés mutatkozik (Dahan
et al.,, 2018; Montandon and Slutsky, 2019). Tobbféle elemzési mintat
kombindltunk a fajdalomcsillapiték |égzésdepresszio és fajdalomcsillapitod
hatasanak vizsgdlatara. Kimutattuk, hogy a zebraddnié larva (12-14 nappal
a megtermékenyitést kévetGen) hasznalhato az opioid
gyogyszerkészitmények fajdalomcsillapitd  hatdsanak tesztelésére,
valamint a légzésdepresszid erGsségének kimutatdsara. Tesztjeink
egyszerl, mégis hatékony mddot biztositanak a potencialis
gyogyszerhatdéanyag jeloltek gyors vizsgalatdra egy komplex
allatmodellben, mialatt megdvjak annak kdézponti idegrendszerét és a vér-
agy gat haldézatat. A nagy szamu halembridénak kdszonhet6en, ezek a
fenotipusos tesztek alkalmasak nagy atereszt6képességl szlrési
protokollok elvégzésére, amelyek nem lennének megvaldsithaték mads
allatmodellen. Fontos megjegyezni, hogy a gyogyszerhatéanyagok sz(irése
patkanyban nem kivitelezheté annak jelent6s id6- és er6forrds igénye
miatt. Jelen tanulmdanyban egy olyan Uj, zebradanid larvan kivitelezhet6
viselkedési tesztet javaslunk, amelynél az é16 allat kdzponti idegrendszere
annak sértetlenségével befolyasolhaté. Mindez, az opioid készitmények
altal  elGidézett légzésdepresszié és fajdalomcsillapité  hatas
Osszekapcsolasdval felhasznalhatd a fenotipus-alapu gyodgyszerkutatas
terlletén.

Az opioidok okozta légzésdepresszidt széleskorlen vizsgaltak egerekben,
patkdnyokban, kutydkban és juhokban (Krause et al., 2009; Montandon et
al., 2011; Montandon et al., 2016b). Az Osszetett allati modellek
bevondsaval jard légzési valtozdk megdllapitdasa szdmos kihivassal jar.
Annak érdekében, hogy pontosan meg lehessen allapitani az opioidok
altali légzésdepressziot, el6szor az érzésteleniték haszndlata nélkil kell
szamszer(siteni a légzési valtozdokat, mivel azok befolydsolhatjak a
légz6szervrendszerrel, gydgyszer-anyagcserével és az opioid gydgyszerek
hatdsmechanizmusdval valé koélcsdnhatdsokat. A patkdnyok érzéstelenités
nélkili légzésfelmérése egy altalanos eljaras, azonban aggodalomra adhat

okot az dllatok kezelése soradn fellépd stressz, opioid injekcié és a
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valtakozva fellépd izgalmi és viselkedési allapotok (Montandon et al.,
2016a; Montandon and Slutsky, 2019), amelyek végsé soron kihatdssal
lehetnek a kutatas eredményeire. ElGszor sikerilt zebradanié larvakban
bemutatnunk, hogy a légz6rendszer aktivitdsa mérhetd, és hasonld
moédon mutatkozik meg naluk is az opioidok kivaltotta |égzésdepresszio,
mint ahogyan az emberben. Az emberben megfigyelt opioid
gyogyszerhatastan tovdbbd a zebradaniéban is végbemegy. A legtobb
halfajban egy bonyolult |égzérendszer aramoltatja a vizet a kopoltyukon
at. Habar mas stratégiat alkalmaznak az oxigén felvételére és a szén-dioxid
leadasara, mint az emldsok, allkapcsukat ritmikusan mozgatva
aramoltatjdk a vizet kopoltydikon keresztil. Az ingolakban a
paratrigeminadlis légzési csoport (pTRG) generdlja a ritmikus allkapcsi
lemezmozgdst (Bongianni et al., 2016). Kozeli evollciés eredetiik miatt
(Missaghi et al., 2016) a pTRG az eml8sok légzérendszerével mutat
hasonldsagokat (Cinelli et al., 2013) a légzés lebonyolitasaban és az
opioidok kivaltotta légzésdepresszié szabdlyozdsaban (Montandon et al.,
2011). A pTRG, az eml8sokére jellemzd funkcidbeli jellemz6kkel is
rendelkezik (Gray et al., 1999), mint a P elemre (Mutolo et al., 2010) és az
opioidokra valo érzékenység (Mutolo et al., 2007). Emiatt ugy véljik, hogy
a légzési dllkapocsmozgdst a pTRG legaldbb részben szabalyozza, ami
felhaszndlhatd lehetne a légz6rendszer aktivitasi indexeként, hasonldan,
mint az eml6sdknél a trigemindlis izom (Jacquin et al. 1999). Kimutattuk,
hogy a MOR ligand fentanil dézisdanak novelésekor a légzés sebessége
dézisfiggs csokkenést eredményezett. Bar a fentanillal valé kezelés
O0sszehasonlitdsa nehézkes zebraddnid és emlGs esetében, mivel az
el6bbinek a vizét kezelik, az utébbiba befecskendezés utjan keriil az anyag,
a zebradanidkndl alkalmazott ddzisok megfelelnek a ragcsaldknal
haszndltakéval (Yassen et al. 2008). A fentanil okozta |égzésdepressziot a
MOR antagonista naloxon Iényegében meggatolta, ami megegyezik azzal
a ténnyel, hogy a fentanil f6ként a MOR receptorokon keresztiil hat (James
and Williams, 2020). A kifejezetten szelektiv MOR antagonista CTAP nem

gatolta meg a fentanil okozta |égzésdepresszidt, ami hasonld az egyes

38



ragcsalokisérletben megfigyelt részleges antagonizmus jelenséghez
(Zhang et al. 2007). Ezen eredményekbdl az kovetkezik, hogy a fentanil
vagy mas opioid receptorokon keresztil hat, vagy pedig a CTAP nem jutott
at a zebraddnidé vér-agy gatjan a nagy molekulatomege miatt. Meglepé
modon 1 uM morfin szignifikans légzéscsdokkenést idézett el6 a zebradanid
l[arvaknal, ami megegyezik a klinikai tanulmanyokkal (Montandon et al.,
2016a), viszont magasabb koncentraciékban nem figyeltiink meg hasonlé
hatast. A légzésdepresszid hidnya magas koncentracidkban betudhato a
zebradanio légzését szabalyozd ingeriiletvezetés gatlasanak. A
ragcsalokndl a ventralis tegmentdlis régidban a morfin feloldja a
gatlasokat (Chen et al., 2015), ami az agynak az alvas-ébenlét és izgalmi
allapotokért felelGs teriilete (Venner et al., 2019). Mivel a megnovekedett
izgalmi allapot csokkenti az opioidok okozta légzésdepresszid sulyossagat
(Montandon et al.,, 2016a; Montandon and Horner, 2019), a magas
morfinkoncentraciéban csokkent |égzésdepresszid valthato ki.

A két f6 vad tipusu vonal, az AB és a Tubingen (TU), eltéré
érzékenységet mutatott a fentanilra. Az AB vonalnal jelentds légzési
depresszio jelentkezik, a TU halakndl ez nem figyelhet6 meg, a hasznalt
koncentraciétdl fliggetlenil (nem bemutatott adat). Ez a vonal-sajatossag
felveti, hogy az opioid készitmények hatdsmechanizmusai kiilénbdznek a
zebradanié vonalakon bellil, ami a MOR gén polimorfizmusanak
tulajdonithaté — ahogyan ezt az embereknél is megfigyelték (Oertel et al.,
2006) —, vagy a MOR gatlasban szerepet jatszo kiilonb6z6 gének genetikai
tobbféleségnek (Bian et al., 2012). Annak érdekében, hogy megallapitsuk,
hogy a légzést serkentd szerek visszafordithatjdk-e az opioidok Aaltal
kivaltott légzési depresszidot a larvakord zebraddnidkban, két tipusu
agonistat teszteltlink, amelyek az izgatd receptorokra hatnak: az
ampakineket, amely készitmények az AMPA receptorokon keresztil
hatnak (Ren et al., 2006), és a szerotonerg hatasu anyagokat (Manzke et
al., 2003). A CX614 alloszterikus AMPA aktivalé visszaforditotta a légzési
depresszidt a larvakord zebradanié modelljeinkben, ami megegyezik a

ragcsaldkban (Re net al.,, 2006) vagy emberekben (Dahan et al. 2018)

39



tapasztalt hatasokkal. A BIMUS8, egy 5-HT4A agonista és fentanil
kombinaciojat 6sszehasonlitottuk a fentanillal 6nmagaban. A BIMU8 nem
forditotta vissza szignifikdnsan a légzési depressziot a tesztelt
koncentracidkon, ami 6sszhangban van ennek a kezelésnek az embereknél
tapasztalt alacsony hatékonysagdval (Lotsch et al., 2005). Mas szerotonerg
anyagok, mint példdul a 5-HT1 és 5-HT3 agonistak (van der Schier et al.,
2014) kénnyen tesztelhetSk a zebradanié modelljeink segitségével.

Zebradanio larvakat kordbban is hasznaltdk mar, mint a fajdalom és
fajdalomcsillapitds allati modelljeit. Azért, hogy fajdalmat idézzenek eld,
ecetsavat vagy citromsavat adtak a viziikh6z (Lopez-Luna et al., 2017;
Steenbergen and Bardine, 2014). Modeljeinkben nem haszndltunk
savakat nociceptiv inger gyanant, mivel azok megvaltoztatjak a viz pH-jat,
amire a zebradanidk érzékenyek (Avdesh et al., 2012; Steenbergen and
Bardine, 2014). Ehelyett formalint hasznaltunk, egy, a rdgcsald
modellekben széles koérben hasznalt, fajdalmat indukdlé nociceptiv
stimuldnst (Yoon et al., 2015), és kimutattuk, hogy a formalin novelte a
halak Uszdsi sebességét. Kovetkeztetésiink, hogy a megnovekedett Uszasi
sebesség, mint a formalinra adott reakcié egyenlé a nociceptiv ingerre
adott menekild valasszal. Ami azt illeti, a nem-opioid lidokain és formalin
egylttesen szignifikdns csokkenést eredményezett a csupan formalin
alkalmazdasahoz képest. A lidokain csillapitja a fajdalmat az idegsejtekben
lév6 feszliltségvezérelt natriumcsatorndk inaktivalasaval, anélkil ,hogy
aktivalnd az opioid receptorokat (Tetzlaff, 2000), és ezek az eredmények
aldtamasztjak azt az elméletet, hogy a formalin fajdalmat okoz a larvakoru
zebradaniokban. A fajdalomcsillapitds elGsegitéséhez fentanilt és
formalint kombinaltunk, ami csokkentette a formalinra adott Uszasi
valaszt, arra utalva, hogy a fajdalom is mérsékl6dott. Az altalunk végzett
vizsgalatokban megfigyelt menekiilési reakcié oka lehet, hogy a formalin
hatdsat a mozgasszervi aktivitdsra (nem a nocicepciora) fejtette ki, és a
fentanil alkalmazasa utan jelentkez6 csokkent vdlasz magyarazata lehet a
motoros aktivitds gatldasa. A fentanil ugyanakkor 6nmagaban nem

csokkentette a larvak Uszasi sebességét a kontrollcsoporthoz viszonyitva.
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A formalinnal végzett nociceptiv vizsgalat kiegészitésére AITC-t
haszndltunk, mas néven mustarolajat, amely a tranziens receptor
potencial ankyrin-1 csatorndn és a tranziens receptor potencial vanilloid-
1 csatornan aktivalodik (Oda et al., 2016), két olyan receptoron, amelyek
részt vesznek a vegyi anyagok okozta nocicepciéban (Bamps et al., 2021).
A formalinhoz hasonléan az AITC-ra adott Uszasi valaszt a fentanil
mérsékelte. A fentanilra adott fajdalomcsillapité valaszokban az p-opioid
receptorok szerepének meghatdrozasahoz az antagonista naloxont is
bevontuk. A formalin tesztek soran a naloxon nem gatolta a formalin
hatasait, viszont az AITC tesztek sordn igen, a naloxon ezen hatasai
megegyeznek az emberekben jelentkezékkel (Gutstein, 2001). Bar a
naloxon nem gatolta jelentésen az érzéstelenitést formalin jelenlétében,
az az 5d 4brabdl egyértelmd, hogy alapjaban véve novelte egyes allatok
Uszdsi sebességét, egyesekét pedig csokkentette. Osszegezve, a fentanil
csokkentette az AITC és formalin nociceptiv valaszait, két olyan anyagét,
amelyek mas mechanizmuson keresztil idéznek el6 nocicepcidt. Ez azt
mutatja, hogy a mddszereink helyesen értékelik a zebradanidkban
bekovetkezd fajdalomcsillapitast, mig az opioid gydgyszerhatastan
tovabbra sem értelmezhetd a formalin/fentanil tesztekben. Ahogyan azt a
légzésvizsgalatokndl mar megfigyeltik, a CX614 visszaforditotta a
fajdalomcsillapitd hatdst, ami 6sszehangban van a ragcsalékban tapasztalt
hatdsokkal (Dahan et al.,, 2018). A BIMU-8 nem forditotta vissza a
fajdalomcsillapité hatast, ami megegyezik a klinikai vizsgalatok soran
tapasztalt hatdshidnnyal (Dahan et al., 2018). Tehat létrehoztunk egy
olyan opioid fajdalomcsillapitd hatds tesztet, amely alkalmas a fajdalom
és az Uj opioid kezelések fajdalomcsillapité hatasainak mérésére, és amely
felhaszndlhatd széleskor(i gydgyszerkutatasok soran, zebradanio larva
modellben.

Az opioid fajdalomcsillapitok alapvetd részei a fajdalomterapianak,
amely soran halalt okozé mellékhatasként légzésdepresszid Iéphet fel, ez
okbodl hatékony klinikai és otthoni hasznalatuk behatarolt. Jelenleg nincs

hatékony, biztonsagos fajdalomterdpia, mivel nehéz azonositani az Uj
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gyogyszerkombinaciokaat, amelyek er6s fajdalomcsillapitast biztositanak,
de csokkentik a légzési mellékhatdsokat (Dahan et al., 2018). A zebradanié
ldrva modell haszndlatat javasoljuk a fenotipus-alapon megkozelitett
gyogyszerkutatas sordn, azaz a gyégyszerek tesztelésének lehetévé tételét
a mikoddési mechanizmusokra és célpontokra vonatkozd feltételek nélkiil.
A fentebb leirt 0j gydgyszerkutatdsi modelleink képesek nagy
ateresztGképességl gydgyszerszlirésre egy egyszerl és megfelel§ allati
modell segitségével, amelynek a gydgyszerhatdstani és genetikai profilja
hasonlé az emberéhez (MacRae és Peterson, 2015). Bar a zebradaniét
régdta hasznaljdk Uj érzésteleniték és azok hatdsmechanizmusainak
identifikdlasahoz (McGrath et al. 2020; Yang et al. 2019), a mi
tanulmanyunk foglalkozik el8szor az opioidok altal kivaltott
légzésdepresszioval, fajdalomcsillapitékkal kombinalva. A  nagy
ateresztGképességl szlirés mellett, az 4dltalunk létrehozott modell
haszndlhato a transzgenikus és génkiltott vonalakkal is, annak érdekében,
hogy jobban megértsik az opioid gatlast, fajdalomcsillapitast és
légzésdepressziot, valamint a fajdalom és a légzés idegkoreit érinté él6

mikroszkdpos vizsgalatokat (Ahrens et al., 2013).

5. Anyag és modszer

5.1. Allattenyésztés

A feln6tt halak, l1arvak és szaporitd dllomanyok tartdsat, valamint a rajtuk
végzett kisérleteket a laboratdériumi szabvanyoknak megfelel6en végeztiik
(Avdesh et al., 2012). Az eljarast a Foldikutya- és Urgevédelmi Tanacs
(Canadian Council on Animal Care) altal meghatarozott elvek szerint
végeztik, amelyet a Szt. Mihaly Kérhaz allatjéléti bizottsaga hagyott jova.
A kisérletekhez AB vonalhoz tartozd, a termékenyiilést6l szamitott 12-14
napos (days post-fertilization (dpf)) zebraddnié larvadkat hasznaltunk,
kivéve amikor a vonalak kozotti 6sszehasonlitast végeztik. A Tibingen
(TU) vonalat és a TU x AB keresztezett |larvékat a vonalak 6sszehasonlitasa

céljabdl hasznaltuk. Minden tesztet AB halakon végeztiink, kivéve ahol
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kifejezetten TU-t emlitink. A halakat 14 ora vildgos, 10 oOra sotét
fényprogramban és 28 °C + 0.5 °C-on tartottuk. A larvakat a Torontéi
Mississauga Egyetem Gyermekkdrhazatdl szereztiik be (Toronto, ON). Az
ivatashoz feln6étt, 4 hdénapos him és ndstény egyedeket helyeztiink
elvalasztoval felszerelt szaporitéedényekbe. A kovetkez6 napon az
elvdlaszto eltdvolitasa utan a halak elkezdtek ivni a vildgos program elsé
fél 6rajaban, majd visszakeriltek a medencékbe (Aquaneering, CA, United
States). Az ikrakat E2 embrié médiummal (NaCl, 15,0 mM; KCl, 0,5 mM;
MgS04, 1,0 mM; CaCl2, 1,0 mM; Na2HPO4, 0,05 mM; KH2PO4, 0,15 mM;
NaHCO3, 0,7 mM) megtoltott Petri-csészébe helyeztik. A
termékenyiletlen ikrdkat eltavolitottuk.

A termékenyiilés utani 5. naptdl a larvakat Ziegler AP100 (mesterséges
plankton) szaraz larvatappal (100 mikron) etettik és 20hal/100 ml
slrliségben dathelyeztik &ket 0,8 literes, rendszervizzel toltott
medencékbe, ahol a kisérlet végéig maradtak. A viz min&sége 7,5 £+ 0,5 pH
érték és 500-1000ppm vezetGképességl volt. Az oldott oxigén szintjét 6-
7ppm kozott, a nitrit és ammonia értéket pedig <150 ppm-en tartottuk. A
kisérleteket a fényszakaszban végeztik és a halakat 28,5 + 0,5 °C
hémérsékleten inkubaltuk.

5.2. Gyogyszeres kezelések

Minden  opioid  készitmény haszndlata a Health Canada
gyogyszerfelligyeleti szerv jévahagyasaval tortént. A fentanil-citratot a
Sandoz (QC, Kanada), a naloxon-hidrokloridot az Omega (QC, Kanada)
biztositotta, a MOR antagonista CTAP-t (D-Phe-Cys-Tyr-D-Trp-Arg-Thr-Pen-
Thr-NH2), a lidokaint, az Ampakine CX614-et és az 5-HT4A receptor
antagonista BIMU8-at a Tocris (ON, Kanada) szolgdltatta.

A légzési dllkapocsmozgasok meghatdrozasa

Az él6 zebradanié larvak légzési allkapocsmozgasait egyedi rendszer
segitségével, egy nagyteljesitményl 4K videokameraval (Basler 4K, 4096pi
X 3000pi, modell acA4112-30um, Edmunds Optics) és részben

telecentrikus 7x nagyitasos lencsékkel (Edmund Optics)
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szamszerUsitettik. A vizet a tobblyuku sejttenyészts lemezek ald helyezett
melegit6parnak segitségével dllandé 28,5+0,5 °C hdémérsékleten
tartottuk. Ezzel a mddszerrel 12 zebradanié larvat lehet egyidejlleg
felvételezni. A légz6rendszer aktivitdsi indexeként mértik az
allkapocsmozgasokat, és szamszerdsitettik a légzésszamot (1A dbra). A
zebraddnié embriok 12-lyukd  (dtméréd 10mm, mélység 4mm)
sejttenyészt6 lemezekbe kerliltek, 54 puL embrié médium/lyuk térfogattal.
A videokamera rendszeriinket haszndlva minden gydgyszerkombinaciérol
dorzalis felvételeket készitettlink. Kétféle megkdzelitéssel hataroztuk meg
az allkapcsi mozgasok szamat. Az egyik megkozelités soran az
allkapocsmozgdsokat két, egymadssal kapcsolatban nem 34llé kutaté
szamolta a kombinacidk ismerete nélkil. A mozgdsokat percenként
szamoltak egyedekre és kezelésekre lebontva. A masik megkdzelitéskor az
allkapocsmozgast a larva fejének meghatarozott részén torténd
pixelintenzitds valtozas alapjan mértik. A pixelintenzitds nyomat és a
sebességben bekovetkezett intenzitds szdmszer(sitését, valamint
abrdzolasat az egyedi Matlab szoftver segitségével készitettiik
(Mathworks, US). A szemrevételezéskori és a szoftver altal adott adatokat
0sszehasonlitottuk.

5.3. Opioidok altal kivaltott |égzésdepresszid zebradanidban

A zebradanié larvdknak a lyukakba helyezést kovetéen 10 perc
hozzaszokasi id6t hagytunk. A viszonyitasi alapul vett 1égz6 mozgasokrdl 1
perces videodt készitettiink. Ezt kovetGen a gyodgyszerkombindcidkat 6
uL/lyuk elosztasban alkalmaztuk. A kezelések utan 30 perces intervallumu
VA videdt rogzitettlink. Annak meghatarozasara, hogy a kilonbozé
gyogyszerek kivaltanak-e |égzésdepressziot, a kiilonboz6 larvacsoportok
allkapocsmozgasat 6sszehasonlitottuk: kontrollcsoport (embrié médium),
fentanil csoport, fentanil/naloxon csoport (fentanil és naloxon
kombinacidja), fentanil/mas gydgyszerek (fentanil és potencialis
gyogyszerek kombinacidja). LehetGség szerint a kilonboz6 csoportok
egyedeit egy 12-lyuku sejttenyésztd lemezben szimultan vizsgdltuk (példa:
4 larva/csoport x 3 kiilonb6z6 csoport). Ahhoz azonban, hogy minden
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csoportban megfelel6 mennyiségl allat legyen, szikséges volt tobb
kilonalléan felvételezett 12-lyukd sejttenyészté lemezes vizsgalatokra is.
A zebraddnid larvak légzésszam értékeit, a gydgyszerek beaddsa elStt mért
és alapul vett allkapocsmozgas szerint normalizaltuk. Ennek soran
jelentésen csokkent az egyedek kozotti magas variabilitds. A larvak
egymastol eltéré novekedési, illetve viselkedési jellemz&ket mutathatnak
12-14 napos korukban, mindez az eltéré fejlédési valtozoknak, valamint a
medencében elérhet6 taplaléknak és a benne taldlhaté tapértéknek
tulajdonithaté. A hasonld fejlédési allapotban |1évé larvak kivalasztasahoz
szelekcids kritériumokat allitottunk fel. A légzésvizsgalatokhoz nem vettiik
figyelembe azokat az egyedeket, amelyek dallkapocsmozgdsi sebessége
nem érte el a 60, illetve meghaladta a 160 mozdulat/perc alapértéket
(kezelés el6tt). Az ilyen kizard kritériumok jelent6sen csokkentik a
csoportok kozotti variabilitast.

5.4. Az Uszasi viselkedés szamszerd(sitése

A nocicepcid meghatdrozasa a nociceptiv stimuldnsokra adott menekiilé
Uszasi reakciok mérésével tortént. A zebraddnidkat egyedenként,
specidlis, 90 puL embrié médiumot tartalmazé 24-lyukd sejttenyészté
lemezbe helyeztik. A lemez fehér akrilfesték bevonatot, valamint
hattérvilagitdst kapott a videodfelvételek kivitelezhet6sége miatt. A
lemezeket 28,5 + 0,5°C hémérsékleten tartottuk. A fentebb leirt
felvételezési koncepcié alapjan késziiltek a videdk a larvakrél. Az dszasi
kisérletek értékeléséhez egy kereskedelmi szoftvert haszndltunk
(EthoVision XT v15, Noldus Information Technology, Hollandia), amellyel
az Uszasi sebességet (mm/mp) és szogsebességet (szog/mp)
szamszer(sitettiik. A vizzel és larvakkal teli lyukakba vald
gyogyszerkiadagoldssal 10 percet vartunk. Csak azokat az egyedeket
vontuk be a vizsgalatba, amelyek ebben a 10 perces id6szakban 0,1 és 2
mm/mp kozO6tti Uszasi sebességet mutattak. Ezt kovetSen, mint nociceptiv
stimulansokat a formalint vagy az allil-izotiocianatot (AITC) alkalmaztuk.
Ezen stimuldnsok hasznalatdt korabban mar igazoltdk emlSsdkkel és
zebradaniokkal foglalkozd tanulmanyokban (Magalhdes et al., 2017; Oda
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et al., 2016). Az Al potencialis tranziens receptoron kozvetlen haté AITC
részt vesz a fajdalomérzékelésben. Az opioid analgetikumokkal formalint,
illetve AITC-t kombinaltunk az opioid fajdalomcsillapiték hatasanak

meghatdrozasara zebradanid larvéban.
5.5. Az opioid fajdalomcsillapitas zebradanio larvakban

A zebraddnié larvaknak (megtermékenyilés utan 12-14 naposan) a 24-
lyukd lemezbe helyezését kovetéen 10 perc hozzaszokdsi id6t
biztositottunk. Az alap légzémozgasokrdél ebben az idGintervallumban
videdfelvételt készitettlink. A 10 perc leteltekor minden lyukba 10 plL
gyogyszerhatdanyag-kombinacio kerlilt és ezekrdl 15 perces videdfelvétel
készilt. A kulonb6z6 kombinacidk fajdalomcsillapité hatasanak
meghatdrozasdhoz 6sszehasonlitottuk a csoportok Uszasi sebességét:
kontroll csoport (embri6 medium), formalin vagy AITC csoport,
fentanil/formalin vagy fentanil/AITC csoport (fentanil és formalin
kombinacié), formalin/fentanil/naloxon vagy AITC/fentanil/naloxon
csoport. A naloxon helyett CTAP-t is hasznaltunk. Lehet6ség szerint ezen
csoportokat egy 24-lyuku lemezen belll szimultdn teszteltiik (négy
csoport tesztelése esetén csoportonként hat larva). Tobb felvétel
elkészitésére volt sziikség a megfelels egyedszam/csoport érdekében. Az
Uszasi- és szogsebesség kiszamitadsa a kezelést kovetd elsé 3 percben (0-3
perc) tortént, amit a kiértékeléskor hasznaltunk.

5.6. Statisztikai értékelés

A zebraddanidé larvakban felvett adatok nem mindig normal eloszldsuak.
Emiatt Shapiro-Wilk prébaval normalitas-vizsgalatot végeztiink és Brown-
Forsythe prébaval vizsgaltuk a varianciak egyenl6ségét. Az ,Eredmények”
alcim alatt feltlintetett Osszes légzési adat normadl eloszlast kovetett,
miutan a légzési sebességet normalizaltuk az alapul vett légzési
sebességhez (miel6tt még barmilyen kezelés tortént volna). Az adatok
normal eloszlasakor egyszerre tébb csoportot értékeltiink egyszempontos
ANOVA-val és az egyes csoportokat Holm-Sidak-féle post hoc teszttel

hasonlitottuk 0ssze. Az eredményeket egyedekre levetitett adatok és
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csoportatlagok formajaban mutattuk be, illetve a szérast hibasavokkal
irtuk le. Az adatok azonban gyakran nem normdlis eloszlasuak. Példaként
az Uszasi sebesség és szogsebesség nem mutatott normal eloszlast, még a
kiindulasi értékekre normalizdlva sem. A kisérleti csoportoknal a Wilcoxon
probat, valamint Dunn-féle post hoc tesztet alkalmaztuk a valtozdék nem
normalis eloszlasakor. Az adatokat kiilénallé adatpontként és medidanként
mutattuk be, hibasavokkal, amelyek a 25. és 75. percentilist ( interkvartilis
tartomanyt) mutatjak. Egyes esetekben kiugrd értékeket tapasztaltunk.
Ezen értékek objektiv azonositasahoz kivalogattuk és kiiktattuk az
adatbazisbdl azokat az adatpontokat, amelyek az interkvartilis tartomany
1,5-szerese alatt vagy felett voltak megtaldlhaték (Michel et al., 2020). Az
Osszes statisztikai probat és grafikont a Sigmaplot (14. verzid, SAS)
segitségével, a képeket pedig az Adobe lllustratorral (Creative Suite 5,

Adobe) készitettiik.
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1. dbra A légzGszerv haldzati aktivitasanak szamszer(sitése a szabadon mozgé larvakoru

zebradanid allkapocs mozgasa alapjan. (A) A zebradanid agytorzsi légzésszabdlyozd

kozpontja felel6s a légzéskori allkapocsmozgasért. (B) A 1égzéskori dllkapocsmozgas, mint

a légz6szervi haldzat aktivitasi mutatdja. (C) Allkapocsmozgas szamszer(isitése a teriilet

pixelvaltozasainak alapjan 4K nagyfelbontasu kameraval. (D) A larvak légzésszamanak

meghatarozasa a termékenyiilést kovet6 12-14 napos korban tortént, 12 lyuka lemezbe

helyezve. A piros karikak mutatjak az allkapocsmozgas cstcsértékeit. (E) Az opioid

készitmények okozta hipoventilacié szamszerli meghatdrozasahoz a halakat embrid

médiummal (kontroll), fentanillal valamint a naloxon és a fentanil kombinacidjaval

kezeltik.
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2. abra A fentanil analgetikum okozta |égzésdepresszid zebradanio larvakban. (A) Embrid
médium és fentanil (1 uM) reprezentativ hatdsa az allkapocs mozgasara. A légzés
gyorsasaga jelentGsen csokkent a fentanil hatasara. (B) A fentanil expozicié 30 perces
idGintervallumanak 4. percében megfigyelt erGteljes |égzéscsokkenés. A légzés
sebessége nem egyenletesen oszlott el, igy az adatokat kozépértékekkel megjelolt
dobozdiagrammal d&brazoltuk, kifejezve az interkvartilis tartomanyt. (C) A fentanil
koncentracio novelése dozisfliggd légzéslassulast indukalt. A kontrollhoz képest (n = 17)

szignifikans légzéscsdkkenés jelentkezett 1 uM (n

9) és 3 uM (n = 8) fentanil
koncentracional, viszont 0,2 uM (n = 6) és 0,4 uM (n = 3) koncentraciéban nem. (D) Az
allkapocsmozgasok ardanydnak eloszldsa egyenetlen a légzési sebesség nagyfoku
valtozékonysaga miatt. Az egységesebb adatok bemutatasa érdekében meghataroztuk az
alapértéknek vett gyogyszerkészitmények haszndlata el6tti 1égzési sebességet, ezaltal
jobban szemléltethetd a hatéanyagok hatdsara bekovetkezd valtozas. (E) A kontrollhoz
képest szignifikans légzéscsokkenés jelentkezett 1 uM és 3 uM fentanil koncentraciénal,
viszont 0,2 uM és 0,4 uM koncentracidban nem. A C és E grafikonokon az arnyékolas az
atlagos adatok szamitdsahoz haszndlt idGszakokat jelzi. B és C diagrammon az adatokat
medianként + 75. és 25. percentilisként dbrazoltuk. A D és E 4bra az atlag + szorast
mutatja. A korok reprezentdljak a tesztelt zebradanié egyedeket. * a p < 0,05 kontrollhoz
képest szignifikdnsan eltér6 mediant jeldl. Forrasadatok megtalalhatok a 2. dbran —
forrasadat 1. A cikk online verziéjaban a kévetkez6 forrasadatok talalhatok a 2. dbrahoz:

Forrasadat 1. Az opioid analgetikum fentanil altali Iégzésszam-csokkenés.
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3. abra A zebradanio larvak légzését szabalyozo, opioid receptorokon keresztil
hatd gyogyszerek hatasa. (A) A larvak allkapocsmozgasa fentanil (1 uM)
hatdsara lelassult, amit a MOR antagonista naloxon (20 uM) visszaforditott.
(B) A kontrollcsoporthoz viszonyitva (n = 10) a fentanil (1 uM) szignifikans
lassulast idézett el6 (n = 9), amely hatast a MOR antagonista naloxon
szignifikdns mértékben forditott vissza (20 uM, n = 7), azonban a kifejezetten
szelektiv MOR antagonista CTAP (4 uM, n = 9) nem. (C) A CTAP és naloxon
6nmagukban nem hatottak a Iégzésre. (D) A fentanil csokkentette a légzés
sebességét (n = 7), amely hatdst a hozzaadott naloxon (9 uM) visszaforditott.
(E) A fentanil okozta légzésdepresszié egyedul az AB vonalnal (n = 9)
kovetkezett be, a TU (n = 9) vagy az AB x TU keresztezetteknél nem (n = 7). (F)
A kontrollal 6sszehasonlitva, a morfinnal kezelteknél nem volt dézisfliggd
légzéslassulas, viszont 1 uM mar szignifikans csdkkenést okozott.* jelezvén a
kontrolltél p < 0,05 szignifikdnsan eltér6 median értékeket. A normalizalt
adatokat atlagokban t+ szérdsokban fejeztilk ki. A korok reprezentaljdk a
tesztelt zebradanio egyedeket. AB, mint AB vonal, és TU, mint Tiibingen vonal.
A forrasadatok a 3. dbran taldlhatéak — forrasadatok 1. A cikk online
verzidjaban a kovetkezs forrasadatok taldlhatdk a 3. abrahoz: Forrdsadat 1. Az
opioid receptor gydgyszerhatdstandanak szerepe a légzésdepresszid

szabdlyozasaban.
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4. abra Légzési depresszid és légzésserkent6k larvakoru zebradanidkban. (A) A
légzésserkent6 BIMU8 (10 mM), egy 5-HT4A szerotonin receptor agonista hatdsat
fentanillal kombinalva (n = 20) hasonlitottuk 6ssze a csak fentanillal (n = 4), illetve csak
BIMUS8-val (n = 21) kezelt csoportokéval. A BIMU8 nem volt elegendd a fentanil altal
kivaltott légzési depresszid visszaforditasdhoz. (B) Az AMPA pozitiv aloszterikus
moduldtor CX614 (5 mM) és fentanil (n = 6) fentanillal 6sszehasonlitva (n = 7) vagy a
kontrollal (n = 7). A CX614 + fentanil csoport jelentGsen magasabb légzési ratat mutatott,
mint a fentanil, a DMSO és a kontroll csoportok. (C) Az analgetikum lidokain (n = 4)
osszehasonlitva a DMSO-val (0,0016%) (n = 5) és a kontrollal (n = 5) alacsonyabb légzési
ratat mutatott, mint a kontroll csoport. A normalizalt adatokat atlag + szoras formaban
mutatjuk be. A pontok az zebradanid egyedekben mért értékeket jelolik. A fekete vonalak
és a * jelzik azokat a csoportokat, amelyek szignifikdnsan kilonboznek p < 0,05
valészinliség mellett. Az adatok forrasa megtaldlhaté a 4. abra forrasadatai 1.
tablazatban. Ennek a cikknek az online verzidja tartalmazza a kbvetkez6 forrasadatokat a

4. abrahoz: Forrasadatok 1. Légzési depresszid és légzésserkentbk.
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5. abra Nocicepcié formalinnal és fajdalomcsillapitas fentanillal larvakoru
zebradanidkban. (A) A nocicepcid indexeként larvakord zebradanidkban mértik a
formalinra adott viselkedési valaszokat. Az Uszast szabadon mozgd larvakban mértiik. Az
Uszésebességet a masodpercenként megtett tavolsagban szamszerUsitettiik. (B) A
kontroll halak 0,1-t61 1,3 mm/s sebességgel Usztak, mig formalinnal az Uszésebesség 0,7-
4,1 mm/s-re emelkedett. A fentanil hozzaadasa csokkentette az Uszdsebességet 0,1-2,3
mm/s-re. (C) A kizarélag embrié médiumban |évé larvak Uszdsebessége, formalinnak
vagy formalin/fentanilnak vald kitettség utan a formalinnal vald kezelést kdvet6 3 percen
belill jelentésen megndtt, mig a fentanillal és formalinnal csak mérsékelten emelkedett
a kontrollcsoportokhoz képest. (D) Az atlagos sebességek dsszehasonlitdsa a kiilonb6z6
csoportokban a kiinduldsi pont utani elsé 3 percben (kékkel arnyékolt) azt mutatta, hogy
a formalin (n = 21) szignifikdnsan novelte a sebességet a kontrollhoz (n = 22) képest, mig
a fentanil (n = 13) csokkentette a formalinra adott vélaszt. A naloxon vagy a CTAP nem
blokkolta a fentanil hatdsat kulonb6z6 koncentracidkon. (E) A naloxon 6nmagaban
novelte a sebességet 50 uM-nél, de 5 és 20 uM -nél nem. A CTAP 6nmagaban nem
novelte a sebességet. Az adatokat medianként mutatjuk be, a hibasavok a 25. és 75.
percentilist vagy az interkvartilis tartomanyt jelolik. A korok az egyes zebradanidkban
mért értékeket jeldlik. * jelzi azokat a csoportokat, amelyek szignifikdnsan kilonboznek
p < 0,05 valdszinliség mellett. Az adatok forrdsa megtaldlhatd a 5. abra forrasadatainak
1. tablazatdban. Ennek a cikknek az online verzidja tartalmazza a kovetkez6
forrdsadatokat és abrakiegészitéseket a 5. dbrahoz: Forrasadatok 1. Nocicepcio
formalinnal és fajdalomcsillapitas fentanillal. Abrakiegészités 1. Szdgsebesség, mint
vélasz a formalinra és opioid gydgyszerek hatasara.
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6. abra 6. d4bra Nocicepcié AITC-vel és fajdalomcsillapitas fentanillal larvakora
zebradanidkban. (A) Az AITC nociceptiv stimulusra adott viselkedési valaszokat mint
nocicepcid indexeket mértik a zebradanid larvakban. Az Uszast szabadon mozgd
larvdkban mértik. Az Uszosebesség magasabb volt az AITC-nek (100 uM) kitett
zebradanidkban a kontrollcsoportokhoz képest. (B) Az AITC-vel kombinalt fentanillal (6
M) kezelt halak Uszdsebessége alacsonyabb volt, mint a csak AITC-nek kitett halakban.
Az AITC-nek kitett larvak az elsé 3 perc alatt ndvekvé sebességet mutattak a felvétel
soran, mig az AITC és fentanillal kezelt larvak nem mutattak szignifikans gyorsulast az elsé
percek alatt. (C) Az atlagos sebességek Gsszehasonlitasa az els6 3 percen keresztiil (kék
arnyalattal a Bb-ben) az alapvonal utadn (id6 = 0) azt mutatta, hogy az AITC (n = 26)
szignifikdnsan novelte a sebességet a kontrollhoz (n = 26) képest, mig a fentanil (n = 9)
csOokkentette a formalinvalaszt. A fentanil 5nmagaban nem befolydsolta szignifikdnsan az
Uszosebességet. A naloxon blokkolta a fentanil hatasat 20 uM (n = 12) és 50 uM (n = 17)
koncentracidokban. A CTAP nem blokkolta a fentanil nociceptiv hatasat (n = 11). Az 6sszes
adatot medianként mutatjuk be hibaszalagokkal, amelyek a 25. és 75. percentilist vagy
az interkvartilis tartomanyt jelolik. A korok az egyes zebradanidkban mért értékeket
jelolik. * jelzi azokat a csoportokat, amelyek szignifikinsan kilénboznek p < 0,05
valészinliség mellett. Az adatok forrdsa megtaldalhaté a 6. abra forrasadatainak 1.
tadblazataban. Ennek a cikknek az online verzidja tartalmazza a 6. abrahoz tartozo
forrdsadatokat és abrakiegészitéseket: Forrasadatok 1. Nocicepcié AITC-vel és
fajdalomcsillapitas fentanillal. Abrakiegészités 1. Szogsebesség, mint valasz az AITC-re és
opioid gyégyszerek hatasara.
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7. dbra Larvakoru zebradanidk analgetikus profiljai. (A) Annak érdekében, hogy
meghatarozzuk, a fajdalomcsillapitdsi vizsgalatok megismételheték-e nem-opioid
analgetikumokkal, lidokaint alkalmaztunk, ami széles korben hasznalt az orvosi
gyakorlatban. A lidokain formalinnal kombinalva (n = 19) csak mérsékelten csokkentette
az Uszosebességet a formalinhoz (n = 10) képest. (B) A Iégzésserkentd BIMUS fentanillal
és formalinnal kombinalva (n = 17) nem befolyasolta jelent6sen az Uszésebességet a
formalin/fentanil (n = 8) kombinacidhoz képest. Masrészrél a CX614/formalin/fentanil (n
= 12) szignifikans kiilonbségeket mutatott a kontrollhoz (n = 21) képest. (C) A fentanil
fajdalomcsillapité tulajdonsagait a Tlbingen vonalon is megvizsgaltuk. Ahogyan a légzési
vizsgalatoknal megfigyeltiik, a fentanil (n = 10) nem csokkentette az Uszévalaszt a
formalinhoz (n = 9) képest, ahogyan az AB vonalnal tette. Az 0sszes adatot medianként
mutatjuk be hibaszalagokkal, amelyek a 25. és 75. percentilist vagy az interkvartilis
tartomanyt jeldlik. A korok az egyes zebradaniokban mért értékeket jelolik. * jelzi azokat
adatok forrasa megtalalhato a 7. dbra forrasadatainak 1. tablazatdban. Ennek a cikknek
az online verzidja tartalmazza a a 7. abrdhoz tartozé forrasadatokat és
dbrakiegészitéseket: Forrasadatok 1. Larvalis zebradanidk analgetikus profiljai.
Abrakiegészités 1. Szogsebesség, mint valasz a formalin, a lidokain és a stimulansok
hatdsara.
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Kulcsfontossagu forrasok tablazata

Reagens tipus (faj) vagy Megnevezés Forras Azonositd  Megjegyzések
forras
Vonal, vonal hattér AB zebradanid  Torontdi Mississauga
(Danio rerio) Egyetem Gyermekkdrhaza
(ON, Kanada)
Vanal, vonal hattér Tubingen (TU) Torontdi Mississauga
(Danio reria) zebradanio Egyetem Gyermekkdrhaza
(ON, Kanada)
Vonal, vonal hattér ABxTU Keresztezve a Szent Mihaly
zebradanio Korhazban (ON, Kanada)
Kémiai vegyllet, gydgyszer Fentanil-citrat  Sandoz (QC, Kanada) Cikkszam:
2520
Kémiai vegyllet, gydgyszer Morfin-szulfat Sandoz (QC, Kanada) Cikkszam:
5642
Kémiai vegylilet, gyogyszer Naloxon- Omega (QC, Kanada) Cikkszam:
hidroklorid L0010224
Keémiai vegylilet, gyogyszer CTAP (D-Phe- Tocris (ON, Kanada) Cikkszam:
Cys-Tyr-D 1560/1
Trp-Arg-Thr-
Pen-Thr-NH,)
Kémiai vegylilet, gyogyszer Lidokain Tocris (ON, Kanada) Cikkszam:
3057
Kémiai vegyiilet, gyogyszer CX 614 Tocris (ON, Kanada) Cikkszam:
5149
Kémiai vegyllet, gyogyszer BIMU 8 Tocris (ON, Kanada) Cikkszam:
A374/5
Kémiai vegyiilet, gyogyszer  Allil- Sigma-Aldrich (ON, Kanada)  Cikkszam:
izotiocianat 36682
(AITC)
Kemiai vegyiilet, gyogyszer Formalin VWR Cikkszam:
89370/094
Kémiai vegyllet, gyogyszer Dimetil- Sigma-Aldrich (ON, Kanada)  Cikkszam:
szulfoxid 472301
(DMSO)
Szaoftver, algoritmus Sigmaplot Version 14, SAS
Szoftver, algoritmus Adoba Creative Suite 5, Adobe
Illustrator

Szoftver, algoritmus

EthaVision XT

v15, Noldus Information
Technology, Hollandia

Szaoftver, algoritmus

Matlab

Mathworks, US
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Magyar nyelv(i 6sszefoglald

Jelen cikk fontossagat indokolja, hogy az opioidok hasznalata
nagy mértéket oltétt, amit jol mutat, hogy Eszak-Amerikdban
évente tobb millié tuladagolasos esetet jelentenek.

llyen opioid készitmények — pl. a fentanil, oxikodon, heroin —
széleskorlien alkalmazott fajdalomcsillapité szerek, azonban
tulzott hasznalat esetén vagy mellékhatasként tobbek kozott
légzésdepresszidét idézhetnek el6, amely akar haldllal is
végz6dhet. Emiatt szikség lenne olyan készitmények
felkutatasara, amelyek nincsenek negativ hatassal a légzésre,
ehhez pedig elengedhetetlen a megfelel6 allatmodell
megtalalasa.

A zebradanidé (Danio rerio) egy igen népszerl modellszervezet
szamos tudomanyterileten, mivel figyelemremélté
hasonlésagokat mutat fiziologidjdban és géndllomanyaban az
emberéhez. A Zaig és tarsai altal kifejlesztett mddszer lehetévé
teszi a gydgyszer-hatéanyagok hatdsainak és az altaluk kivaltott
fajdalom megjelenésének és megszlintetésének szamszer(
értékelését. Az alkalmazott tesztek egyszerliek, tobb egyed
vizsgalatdra is alkalmasak. Az allatmodell kivalasztasanal fontos
szempont volt a gyors és nagy szamu utddnemzés mellett, hogy
egyezzenek az opioidokra kifejezett, emlGsdknél is megfigyelt
hatdsmechanizmusok. Jelen cikkben Zaig és munkatarsai a
megtermékenyitést6l szamitott 12-14 napos larvak Uszasi
sebességét, valamint szogsebességét mérték, mint a kilénb6z8
opioid vegyliletekre adott valaszokat.

Az eredmények alapjan, az alkalmazott zebraddanioé larva modell
hasznalatat érdemes atiiltetni a fenotipus alapon megkozelitett,
nagy atereszt6képességli gydgyszerkutatas soran végzett sz(irési

eljarasokba.
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Angol nyelvil 6sszefoglald

The importance of the present article is justified by the fact that the use
of opioids has reached excessive levels, which is well demonstrated in
North America with millions of overdosing cases annually. Such opioids as
e.g. fentanyl, oxycodone, and heroin are broadly used analgesics,
however, if overdosed or as a side-effect these can induce
hypoventilation, which can even lead to death. Thus, it is vital to discover
those chemical compounds which don't have such harmful effect on
breathing, and the amenable animal model is essential for the researches.
Zebrafish (Danio rerio) is a very popular animal model in numerous fields
as it remarkably resembles humans in its physiology and large parts of its
genome.

The method Zaig et al. have developed enables the quantitative
assessment of the effects of the pharmaceuticals and the pain as well as
its cessation induced by these compounds. The applied tests are simple
and more individuals can be involved at once. When it came to the animal
model question it was cardinal, besides the high reproduction, that the
mechanisms of action of opioid drugs should not differ between zebrafish
and mammals.

In this article, Zaig et al. measured the 12-14 days post-fertilization larvae’s
swimming velocity and angular velocity as various responses given to the
opioid compounds.

Based on the results, the application of the zebrafish larvae model is
worthwhile to adapt in phenotype-based high-throughput drug discovery

procedures.
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Nyilatkozatok

Konzulensi nyilatkozat

A dolgozat készit6jének konzulense nyilatkozom arrol, hogy a
Zér()dolgozatot/Szakdolgozatot/Diplomadolgozatot/!Sépesitﬁforditést attekintettem, a
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szabalyairol tajékoztattam.

A Zarddolgozatot/Szakdolgozatot/Diplomadolgozatot zarévizsgan torténd védésre
_javaslom / nem javaslom*,
A dolgozat allam- vagy szolgélati titkot tartalmaz: igen nem*

Kelt: 2024. év dpsbis  hé_49. nap

B

Konzulens

16

64



Szerzdi nyilatkozat

Alulirott Lajos Annamdria Lilla, Agrar és természettudomdnyi szakfordité szakos hallgatd
kijelentem, hogy a ,Az opiadt tartalma gyogyszerek dltal kivdltott hipoventilacio és
fajdalomcsillapitds  zebraddnié  larva  modellen’cim{  szakdolgozat/diplomamunka/
képesitéforditas a sajat munkam eredménye. Azon részeket, melyeket mas szerzék munkajabal
vettem at, egyértelmien megjeléltem, s az irodalomjegyzékben szerepeltettem.

Ha a fenti nyilatkozattal valétlant allitottam, tudomadsul veszem, hogy a Zardvizsga-bizottsdg a
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