
Podziękowania

Badania prowadzone przez Kingę Gaweł zostały 
sfinansowane przez Europejską Agencję ds. Badań 
Naukowych w ramach Stypendium Indywidualnego 
Marii Curie-Skłodowskiej. Tytuł projektu: „GEMZ- 
Genetic epilepsy models in zebrafish” (umowa nr: 
798703 — GEMZ — H2020-MSCA-IF-2017).

Mała rybka, która „podbija” neurobiologię

Danio pręgowany (Danio rerio, ang. zebrafish) 
jest małą słodkowodną rybą z rodziny karpiowatych, 
występującą naturalnie w zbiornikach wodnych Indii, 
Nepalu i Pakistanu. Genom danio został zsekwencjo-
nowany i obecnie wiadomo, że w 70% odpowiada 

genomowi człowieka. W przypadku genów istotnych 
dla ośrodkowego układu nerwowego (OUN) ta wiel-
kość wzrasta do 80%. Co istotne, w początkowych 
etapach rozwoju ciało larw danio jest przezroczy-
ste, co pozwala na śledzenie dynamicznych zmian  
w rozwoju z użyciem mikroskopu świetlnego. Licz-
ba potomstwa z jednej pary hodowlanej wynosi do 
300 embrionów, w związku z czym badania z uży-
ciem danio są dużo szybsze niż z użyciem gryzoni. 
Mózg dorosłego danio zawiera ok. 100 000 neuro-
nów, a struktury mózgu odpowiadające strukturom 
mózgu człowieka zostały stosunkowo dokładnie zba-
dane i opisane. Ze względu na niewielkie rozmiary 
larw (ok. 4 mm długości u 5-dniowej larwy) możliwe 
jest prowadzenie efektywnych badań przesiewowych 
przy użyciu 96-dołkowych płytek mikrotitracyjnych. 
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Streszczenie
Niniejsza praca omawia różne aspekty użycia ryby danio pręgowanego (Danio rerio, ang. ze-
brafish) w badaniach procesów epileptogenezy oraz badaniach przesiewowych substancji  
o działaniu przeciwdrgawkowym. W pierwszej części omówiono cechy danio, które czynią go 
atrakcyjnym organizmem modelowym w neurobiologii. Następnie scharakteryzowano mo-
del drgawek indukowanych pentylenetetrazolem u danio, a także jego zastosowanie w bada-
niach przesiewowych substancji o działaniu przeciwdrgawkowym. W drugiej części omówio-
no 3 modele genetyczne stosowane w badaniu procesów epileptogenezy. Na zakończenie 
przedstawiono perspektywy wykorzystania larw danio pręgowanego w medycynie persona-
lizowanej, u chorych na epilepsję.

Abstract
This paper discusses several aspects of the use of zebrafish (Danio rerio) in epileptogenesis 
processes and in the screening for anticonvulsant/antiepileptic drugs. The first part briefly 
discusses the features of zebrafish that make it an attractive model organism in neurosci-
ence. Next, an example of pentylenetetrazole-induced model of seizures in zebrafish is pre-
sented, as well as its application in screening for compounds with anticonvulsant activity. In 
the second part 3 genetic models of epilepsy are discussed, together with their role in the 
study of epileptogenesis processes. Finally, the prospects of using zebrafish larvae in person-
alized medicine in patients with epilepsy are briefly presented.
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Mimo różnic w budowie anatomicznej i odmienno-
ści wielu procesów fizjologicznych wynikających  
z przystosowania do bytowania w zasadniczo innym 
środowisku życia ryb i gryzoni, opracowano i zwali-
dowano podobne zachowania, które zostały uznane 
za wiarygodne testy behawioralne wykorzystywane 
w badaniach naukowych i przesiewowych. Między 
innymi testy oceniające lęk, pamięć czy uzależnienie 
u danio zostały zwalidowane i są już szeroko stoso-
wane w wielu laboratoriach na świecie. Opisano tak-
że szereg zachowań socjalnych, które stanowią pole 
zainteresowania naukowców zajmujących się m.in. 
badaniem autyzmu, niekiedy współtowarzyszącemu 
padaczce [10]. Badania z użyciem larw danio, prze-
prowadzone na niespotykaną dotąd skalę przez bada-
czy z uniwersytetu Harvarda, pozwoliły także na wy-
typowanie genów o nieznanej funkcji biologicznej, 
które predysponują do wystąpienia schizofrenii [21].

Modele farmakologiczne drgawek u danio pręgo-
wanego i ich wykorzystanie w badaniach przesie-
wowych

W 2005 r. Scott Baraban wraz ze współpracow-
nikami [3] po razy pierwszy opisał model drgawek 
chemicznych u 7-dniowych larw danio. Podanie pen-
tylentetrazolu (PTZ), tj. związku hamującego prze-
kaźnictwo dla kwasu γ-aminomasłowego (GABA), 
skutkowało dawkozależnym wzrostem aktywności 
lokomotorycznej u larw danio, które korelowało  
z liczbą i czasem wyładowań w obrazie EEG. Na 
poziomie molekularnym PTZ indukował wzrost eks-
presji czynnika transkrypcyjnego c-fos, który jest 
markerem aktywności neuronalnej, a jego ekspresja 
wzrasta w mózgu chorych na padaczkę oraz u zwie-
rząt, u których padaczkę indukuje się chemicznie, np. 
w modelu padaczki/drgawek indukowanych kwasem 
kainowym [16] czy pilokarpiną [4].

Scott Baraban [3] w swojej pionierskiej pracy wy-
różnił 3 fazy zmian w zachowaniu larw pod wpływem 
PTZ. Faza I obejmuje bardzo duży wzrost aktywno-
ści lokomotorycznej larwy, która porusza się różnych 
kierunkach. Faza II polega na ciągłym, szybkim po-
ruszaniu się larwy wzdłuż okrągłej ściany studzien-
ki, co przypomina obroty wokół osi i dlatego została 
nazwana przez autorów „whirlpool-like”. W III fazie 
obserwuje się serię krótkotrwałych konwulsji prowa-
dzących do utraty postawy, np. larwa upada na jeden 
bok i pozostaje w tej pozycji przez 1-3 sekund. Obec-
nie przyjmuje się, że opisane powyżej obserwowane 
u larw zmiany behawioralne odzwierciedlają drgaw-
ki toniczno-kloniczne u ludzi. Model ten jest dobrze 
zwalidowany i powszechnie stosowany w wielu labo-

ratoriach na świecie. Podobieństwo profilu działania 
przeciwdrgawkowego leków i substancji w modelu 
drgawek wywołanych PTZ u larw danio i u gryzoni 
[1, 7, 14] świadczy o wysokiej wartości translacyjnej 
tego modelu zwierzęcego.

Z technicznego punktu widzenia przeprowadzenie 
doświadczeń z użyciem PTZ do badań przesiewo-
wych u larw nie nastręcza trudności. Obecnie istnieją 
specjalne aparaty rejestrujące ruch larw (m.in. Zebra-
box Viewpoint czy Noldus), które umożliwiają jed-
noczesne śledzenie nawet 96 zwierząt w tym samym 
czasie. Larwy umieszcza się pojedynczo w studzien-
kach, dodając do wody różne stężenia PTZ. PTZ bar-
dzo szybko przenika przez powłoki ciała larw i po 
5 minutach od dodania PTZ rozpoczyna się badanie. 
Czas trwania całego eksperymentu jest ściśle zależny 
od zastosowanej dawki. Dawka 20 mM PTZ powo-
duje bardzo szybki wzrost aktywności lokomotorycz-
nej larw, osiągając punkt szczytowy ok. 15. minuty 
trwania badania. Następnie obserwuje się szybki spa-
dek aktywności na skutek osiągnięcia przez larwy 
fazy III drgawek. W przypadku, gdy zastosowane 
dawki są mniejsze (10 lub 15 mM), czas trwania ba-
dania należy wydłużyć nawet do dwóch godzin, gdyż 
czas osiągnięcia przez larwy maksymalnego wzrostu 
aktywności lokomotorycznej jest przesunięty do ok. 
30–45 minut od dodania PTZ. W analizie wyników 
najczęściej stosowanym parametrem jest pomiar 
drogi przebytej przez larwę wyrażonej w milime- 
trach [12].

Wykorzystanie modelu PTZ w badaniach przesie-
wowych pozwoliło z sukcesem zidentyfikować różne 
nowe substancje o działaniu przeciwdrgawkowym 
izolowane z organizmów morskich [7], pochodzenia 
roślinnego [11, 17] oraz uzyskanych syntetycznie [14].

Chociaż pierwsza praca odnośnie wykorzystania 
modelu PTZ u larw danio ukazała się w 2005 r., 
dopiero 7 lat później po raz pierwszy wykorzy-
stano ten model do badań przesiewowych na dużą 
skalę. Sarah Baxendale i wsp. [5] wykorzystali  
w tym celu bibliotekę leków (ok. 2000 substancji) za-
twierdzonych przez Amerykańską Agencję Żywno-
ści i Leków (Food and Drug Administration, FDA). 
Badania przeprowadzili z użyciem testu aktywności 
lokomotorycznej oraz ocenili ekspresję czynnika 
transkrypcyjnego c-fos metodą hybrydyzacji in-
-situ. Na bazie wyników wytypowali 46 substancji  
z różnych grup leków o potencjalnym działaniu 
przeciwdrgawkowym. Wśród tych substancji znala-
zły się steroidy, niesterydowe leki przeciwzapalne 
czy leki przeciwgrzybicze.

Równie ciekawe badania z wykorzystania mode-
lu PTZ u larw danio przeprowadził Leo Brueggeman  
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i wsp. [6]. Analiza próbek hipokampa pobranych od 
6 pacjentów z padaczką skroniową (mesial temporal 
lobe epilepsy) wykazała zmiany w ekspresji 689 ge-
nów. Z tej grupy 148 genów było już wcześniej kla-
syfikowanych jako geny związane z wystąpieniem 
padaczki. Autorzy w swojej pracy podzielili je na 
3 podgrupy, tj. odpowiadające za interakcję białko-
-białko, za ubykwitynację białek oraz za migrację 
neuronów. Na bazie tych informacji wyselekcjono-
wali z biblioteki leków FDA 184 substancje do dal-
szych testów z użyciem modelu indukowanych PTZ 
drgawek u larw danio. Co ciekawe, w zastosowanym 
przez autorów modelu skuteczne okazały się 3 leki 
z zupełnie różnych grup terapeutycznych: (1) pyran-
tel - lek przeciwpasożytniczy, (2) metformina – lek 
przeciwcukrzycowy oraz (3) nifedypina – stosowana 
w leczeniu choroby wieńcowej i nadciśnienia tętni-
czego. Uzyskane wyniki są interesujące ze względów 
medycznych, ale sugerują również przydatność larw 
danio w badaniach przesiewowych o wysokiej prze-
pustowości.

Modele genetyczne padaczki u danio pręgowane-
go - ich wykorzystanie w badaniach procesów epi-
leptogenezy oraz w badaniach przesiewowych

Epileptogeneza jest procesem, w którym dochodzi 
do utrwalonych zmian patologicznych w obrębie mó-
zgu, których konsekwencją są okresowe, nawracają-
ce wyładowania padaczkowe. Istnieje wiele hipotez 
odnośnie mechanizmów epileptogenezy, ale należy 

zaznaczyć, że większość tych hipotez bazuje na ba-
daniach z użyciem zwierząt zdrowych, u których pa-
daczkę indukowano chemicznie.

Dynamiczny rozwój badań i w jego konsekwen-
cji dostępność metod manipulacji w genomie danio 
(m.in. metoda CRISPR/Cas9 czy TALEN) wraz ze 
spadkiem kosztów oraz walidacją tych metod przy-
czyniły się w bardzo krótkim czasie do powstania 
wielu różnych modeli padaczek wczesnodziecięcych 
o podłożu genetycznym. Użycie larw danio, zwłasz-
cza na wczesnych etapach rozwoju, kiedy larwy są 
przezroczyste, pozwala na ocenę zmian w mózgu 
przy użyciu mikroskopu konfokalnego. Istnieje obec-
nie kilka linii transgenicznych danio pozwalających 
na wizualizację w 3D m.in. neuronów GABA- lub 
glutaminianergicznych [12].

Najpowszechniej obecnie stosowanym modelem 
genetycznym padaczki jest model choroby Draveta 
[2, 19, 22], w którym zahamowanie ekspresji genu 
scn1lab (odpowiednik genu SCN1A u ludzi) kodu-
jącego kanały sodowe typu Nav1.1 skutkuje wystą-
pieniem w obrazie elektroencefalograficznym (EEG) 
wyładowań o charakterze toniczno-klonicznym (Ryc. 
1). Cechą charakterystyczną tego syndromu u ludzi 
jest to, że pierwsze napady drgawek indukowane są  
u niemowląt pod wpływem wysokiej temperatury. 
Następnie obserwuje się zahamowanie rozwoju in-
telektualnego oraz nasilenie, a niekiedy zmianę cha-
rakteru napadów. Szczególną trudnością w leczeniu 
tego syndromu jest wysoka lekooporność i niewielka 
liczba dostępnych opcji terapeutycznych.

Ryc. 1. Rycina przedstawia schemat analizy EEG u danio na przykładzie drgawek wywołanych PTZ. Larwy są inkubowane przez 
5 min w 20 mM roztworze PTZ, a następnie unieruchamiane w 2% żelu agarozowym na szkiełku. Szklana elektroda wypełniona 
sztucznym płynem mózgowo-rdzeniowym zostaje umieszczona w mózgu (optic tectum lub przodmózgowie) – panel po lewej stro-
nie. W środku stanowisko do zapisu aktywności elektrycznej mózgu larwy (sprzęt firmy Scientifica, UK). Czas trwania badania wy-
nosi 20 min. Panel po prawej stronie przedstawia przykład 10-minutowego zapisu EEG u larw danio po ekspozycji na działanie PTZ,  
z odpowiednim powiększeniem typowego wyładowania o charakterze toniczno-klonicznym. Autor zdjęć: Kinga Gaweł.
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Podobnie jak w przypadku modelu drgawek wy-
wołanych PTZ, po raz pierwszy model choroby Dra-
veta u danio opisał Scott Baraban i wsp. [2]. Mu-
tacja nonsensowna, prowadząca do zahamowania 
ekspresji scn1lab, powoduje u kilkudniowych (3–7 
dni) mutantów nasiloną aktywność lokomotorycz-
ną, która w połączeniu z dużą liczbą wyładowań  
w obrazie EEG świadczy o występowaniu drgawek 
toniczno-klonicznych. Co ciekawe, we wspomnianej 
pracy autorzy zbadali bibliotekę FDA zawierającą 
320 różnych leków i z nich wytypowali klemizol (lek 
przeciwhistaminowy) jako lek potencjalnie skutecz-
ny w leczeniu pacjentów z syndromem Draveta. Jego 
weryfikacja pod kątem leczenia syndromu Draveta  
u ludzi wymaga dalszych badań.

Na uwagę zasługuje praca Jo Sourbrona i wsp. 
[19]. W niniejszej pracy autorzy zbadali różne leki 
oddziałujące na układ serotoninoergiczny w modelu 
choroby Draveta u danio. Z kilku przetestowanych 
leków tylko lizuryd, stosowany w leczeniu choroby 
Parkinsona, okazał się być skuteczny w tym modelu. 
Wydaje się, że lizuryd może być nowym kandydatem 
w leczeniu syndromu Draveta.

Bardzo ciekawe badania odnośnie mechanizmów 
epileptogenezy leżących u podłoża wystąpienia cho-
roby Draveta zostały przeprowadzone przez naszą 
grupę pod przewodnictwem prof. Camili Esguerra 
[22]. W naszej pracy wykazaliśmy, że u larw z wyłą-
czoną funkcją genu scn1lab (mutacja missensowna) 
dochodzi do zmiany w liczbie dendrytów w neuro-
nach GABA-ergicznych. Już u 3-dniowej larwy ob-
serwuje się zmniejszenie liczby dendrytów w stosun-
ku do larw kontrolnych. U 6-dniowych homozygot 
ich liczba spada o 40% w stosunku do kontroli, co 
skutkuje znaczącą przewagą układu glutaminianer-
gicznego nad układem GABA. Zmiany w ilości den-
drytów korelują w czasie ze zwiększającą się liczbą 
wyładowań w obrazie EEG. Co ciekawe, fenflurami-
na (agonista receptorów serotoninoergicznych typu 
2A i 2B), będąca obecnie w III fazie badań klinicz-
nych w syndromie Draveta, podawana przewlekle 
larwom odwraca wspomniane defekty. Chociaż nasze 
wyniki po raz pierwszy wskazują na możliwość mo-
dyfikowania przebiegu choroby przez fenfluraminę, 
wymaga to dalszej weryfikacji.

Stwardnienie guzowate (tuberous sclerosis com-
plex, TSC) jest rzadką, lekooporną chorobą, u pod-
łoża której leżą mutacje w genach TSC1 (kodujący 
białko hamartynę) lub TSC2 (kodujący białko tubery-
nę), skutkujące zahamowaniem funkcji tych genów. 
Wspomniana jednostka choroba charakteryzuje się 
występowaniem zmian wielonarządowych, a u ponad 
90% chorych obserwuje się również zaburzenia neu-

rologiczne – różne typy napadów padaczkowych oraz 
stany lękowe. TSC jest klasyfikowane jako choroba 
lekooporna, chociaż część chorych odpowiada na le-
czenie wigabatryną (analog GABA).

Bardzo ciekawe badania odnośnie mechanizmów 
epileptogenezy w modelu TSC przeprowadziła gru-
pa polskich badaczy pod kierunkiem prof. Jacka 
Jaworskiego i dr Justyny Zmorzyńskiej. W swojej 
pracy wykorzystali larwy danio z wyłączoną funk-
cją genu tsc2 [15], którego produkt jest negatywnym 
modulatorem kompleksu mTOR1(mammalian target 
of rapamycin complex 1). W tym badaniu autorzy 
stwierdzili, że wyłącznie genu tsc2 u danio skutko-
wało heterotopią i hiperaktywacją szlaku mTOR1  
w obrębie „pallium” - regionu mózgu danio, który 
jest homologiczny do kory ssaków. Ponadto u mu-
tantów zaobserwowano rozrzedzenie spoidła wielkie-
go mózgu, które jest odpowiedzialne za rozłączenie 
półkul mózgu, co jest charakterystyczne dla chorych 
na TSC. Brak ekspresji tsc2 opóźniał również rozwój 
aksonów i powodował nieprawidłowy rozwój dróg 
nerwowych w mózgu mutantów. U larw tsc2-/- obser-
wowano napady padaczkowe o charakterze niemoto-
rycznym oraz objawy lękowe. Wspomniane objawy 
były odwracane wskutek zahamowania receptora dla 
kinazy tyrozynowej B (TrkB). Ponadto autorzy wy-
kazali, że w przeciwieństwie do wigabatryny (analog 
GABA) i rapamycyny (modulator mTOR1), hamo-
wanie TrkB zapobiegało zmianom patologicznym  
w obrębie mózgu. Podsumowując, dane te ujawniły, 
że istnieje funkcjonalna zbieżność między ścieńcze-
niem spoidła mózgu a występowaniem lęku w mo-
delu tsc, zapewniając mechanistyczny związek mię-
dzy anatomią mózgu a objawami choroby u ludzi. 
Ponadto wspomniana praca po raz pierwszy opisuje 
receptor TrkB jako nowy punkt uchwytu dla leków  
w syndromie TSC [15].

W 2013 r. po raz pierwszy opisano mutację w ge-
nie DEPDC5 (domena DEP zawierająca białko 5)  
w rodzinnej padaczce ogniskowej [8, 9]. Od tego cza-
su mutacje w DEPDC5 (prowadzące do przedwcze-
snego wystąpienia kodonu stop) zidentyfikowano  
w 12–37% wszystkich przypadków padaczek ogni-
skowych [13]. DEPDC5 koduje białko, które jest 
członkiem kompleksu GATOR1 (Gap Activity To-
wards Rags), będące ujemnym regulatorem mTORC1. 
Używając technologii CRISPR/Cas9 Swaminathan  
i wsp. [20] zaprojektowali model padaczki u danio 
z utratą funkcji depdc5. U larw depdc5-/- zaobserwo-
wano zwiększoną fosforylację białka pS6, które jest 
markerem aktywności szlaku mTOR oraz sponta-
niczne wyładowania w obrazie EEG. Sekwencjono-
wanie mRNA mózgu larw depdc5-/- ujawniło zmiany  
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w poziomie ekspresji wielu różnych genów, np. od-
powiedzialnych za morfogenezę, aksonogenezę, 
tworzenie synaps lub przekazywanie sygnałów za 
pośrednictwem GABA. W odniesieniu do genów 
związanych z funkcją GABA barwienie immunolo-
giczne Gad1/2 (enzymy dekarboksylazy kwasu gluta-
minowego 1 i 2, katalizujące reakcję przekształcania 
glutaminianu do GABA) ujawniło zmniejszoną licz-
bę projekcji Gad1/2 u larw depdc5-/-. Ponieważ ago-
niści receptora GABA nie byli w stanie zapobiegać 
zmianom patologicznym u larw depdc5-/-, podczas 
gdy wigabatryna, przynajmniej częściowo, odwraca-
ła te objawy, autorzy doszli do wniosku, że bardziej 
prawdopodobne jest, że efekt kompensacyjny GABA 
jest spowodowany przez GABA per se, a nie poprzez 
receptory GABA. To kompleksowe badanie wskaza-
ło na nowy, niezależny od mTOR, wpływ niedobo-
ru Depdc5 na sygnalizację GABA, której zburzenia 
mogą leżeć u podstaw patogenezy padaczki ognisko-
wej [20].

Podsumowanie, czyli perspektywy wykorzystania 
danio pręgowanego w medycynie personalizowanej

Omówione przez nas wyżej badania wskazują wy-
soki potencjał larw danio w badaniach genetycznego 
podłoża epilepsji. Wiele wskazuje również na to, że 
w niedalekiej przyszłości będzie można modele gene-
tyczne wykorzystać również w medycynie personali-
zowanej, a więc indywidualizacji leczenia pod konkret-
nego pacjenta. Nastrzykując mutanty (homozygoty) 
wariantami ludzkimi sekwencjami kodującymi z okre-
ślonymi mutacjami, możliwe jest określenie, który  
z wariantów ma charakter patologiczny i odpowiada 
za fenotyp choroby [8, 18]. Dzięki temu w przyszło-
ści będzie można wykonywać badania przesiewowe 
biblioteki leków pod kątem ich skuteczności w muta-
cji, której nosicielem jest dany chory.
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