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Streszczenie

Niniejsza praca omawia rozne aspekty uzycia ryby danio pregowanego (Danio rerio, ang. ze-
brafish) w badaniach procesow epileptogenezy oraz badaniach przesiewowych substancji
o dziataniu przeciwdrgawkowym. W pierwszej czesci omdwiono cechy danio, ktore czynig go
atrakcyjnym organizmem modelowym w neurobiologii. Nastepnie scharakteryzowano mo-
del drgawek indukowanych pentylenetetrazolem u danio, a takze jego zastosowanie w bada-
niach przesiewowych substancji o dziataniu przeciwdrgawkowym. W drugiej czesci omowio-
no 3 modele genetyczne stosowane w badaniu proceséw epileptogenezy. Na zakonczenie
przedstawiono perspektywy wykorzystania larw danio pregowanego w medycynie persona-
lizowanej, u chorych na epilepsje.

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.

Podziekowania

Badania prowadzone przez Kinge Gawet zostaty
sfinansowane przez Europejska Agencje ds. Badan
Naukowych w ramach Stypendium Indywidualnego
Marii Curie-Sktodowskiej. Tytul projektu: ,, GEMZ-
Genetic epilepsy models in zebrafish” (umowa nr;
798703 — GEMZ — H2020-MSCA-IF-2017).

Mala rybka, ktéra ,,podbija” neurobiologie

Danio pregowany (Danio rerio, ang. zebrafish)
jest mata stodkowodna ryba z rodziny karpiowatych,
wystepujacg naturalnie w zbiornikach wodnych Indii,
Nepalu i Pakistanu. Genom danio zostat zsekwencjo-
nowany i obecnie wiadomo, ze w 70% odpowiada

genomowi cztowieka. W przypadku gendw istotnych
dla osrodkowego uktadu nerwowego (OUN) ta wiel-
kos$¢ wzrasta do 80%. Co istotne, w poczatkowych
etapach rozwoju ciato larw danio jest przezroczy-
ste, co pozwala na $ledzenie dynamicznych zmian
w rozwoju z uzyciem mikroskopu $wietlnego. Licz-
ba potomstwa z jednej pary hodowlanej wynosi do
300 embrionow, w zwigzku z czym badania z uzy-
ciem danio sg duzo szybsze niz z uzyciem gryzoni.
Mozg dorostego danio zawiera ok. 100 000 neuro-
néw, a struktury mozgu odpowiadajace strukturom
mozgu cztowieka zostaty stosunkowo doktadnie zba-
dane i opisane. Ze wzgledu na niewielkie rozmiary
larw (ok. 4 mm dtugosci u 5-dniowej larwy) mozliwe
jest prowadzenie efektywnych badan przesiewowych
przy uzyciu 96-dotkowych ptytek mikrotitracyjnych.
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Mimo réznic w budowie anatomicznej i odmienno-
$ci wielu procesow fizjologicznych wynikajacych
z przystosowania do bytowania w zasadniczo innym
srodowisku zycia ryb i gryzoni, opracowano i zwali-
dowano podobne zachowania, ktdre zostaty uznane
za wiarygodne testy behawioralne wykorzystywane
w badaniach naukowych i przesiewowych. Migdzy
innymi testy oceniajgce lgk, pamig¢ czy uzaleznienie
u danio zostaty zwalidowane i sg juz szeroko stoso-
wane w wielu laboratoriach na $wiecie. Opisano tak-
ze szereg zachowan socjalnych, ktore stanowig pole
zainteresowania naukowcow zajmujacych si¢ m.in.
badaniem autyzmu, niekiedy wspoltowarzyszacemu
padaczce [10]. Badania z uzyciem larw danio, prze-
prowadzone na niespotykang dotad skale przez bada-
czy z uniwersytetu Harvarda, pozwolity takze na wy-
typowanie gendw o nieznanej funkcji biologicznej,
ktore predysponuja do wystapienia schizofrenii [21].

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

W 2005 r. Scott Baraban wraz ze wspotpracow-
nikami [3] po razy pierwszy opisal model drgawek
chemicznych u 7-dniowych larw danio. Podanie pen-
tylentetrazolu (PTZ), tj. zwiazku hamujacego prze-
kaznictwo dla kwasu y-aminomastowego (GABA),
skutkowato dawkozaleznym wzrostem aktywnosci
lokomotorycznej u larw danio, ktore korelowato
z liczbg i czasem wytadowan w obrazie EEG. Na
poziomie molekularnym PTZ indukowat wzrost eks-
presji czynnika transkrypcyjnego c-fos, ktory jest
markerem aktywnosci neuronalnej, a jego ekspresja
wzrasta w moézgu chorych na padaczke oraz u zwie-
rzat, u ktorych padaczke indukuje si¢ chemicznie, np.
w modelu padaczki/drgawek indukowanych kwasem
kainowym [16] czy pilokarping [4].

Scott Baraban [3] w swojej pionierskiej pracy wy-
r6znil 3 fazy zmian w zachowaniu larw pod wptywem
PTZ. Faza I obejmuje bardzo duzy wzrost aktywno-
$ci lokomotorycznej larwy, ktora porusza si¢ réznych
kierunkach. Faza II polega na ciggtym, szybkim po-
ruszaniu si¢ larwy wzdhuz okraglej $ciany studzien-
ki, co przypomina obroty wokot osi i dlatego zostala
nazwana przez autorow ,,whirlpool-like”. W 111 fazie
obserwuje si¢ seri¢ krotkotrwatych konwulsji prowa-
dzacych do utraty postawy, np. larwa upada na jeden
bok i pozostaje w tej pozycji przez 1-3 sekund. Obec-
nie przyjmuje si¢, ze opisane powyzej obserwowane
u larw zmiany behawioralne odzwierciedlajg drgaw-
ki toniczno-kloniczne u ludzi. Model ten jest dobrze
zwalidowany i powszechnie stosowany w wielu labo-

ratoriach na $§wiecie. Podobienstwo profilu dziatania
przeciwdrgawkowego lekoéw i substancji w modelu
drgawek wywotanych PTZ u larw danio i u gryzoni
[1,7, 14] $wiadczy o wysokiej wartos$ci translacyjnej
tego modelu zwierzecego.

Z technicznego punktu widzenia przeprowadzenie
doswiadczen z uzyciem PTZ do badan przesiewo-
wych u larw nie nastrecza trudno$ci. Obecnie istnieja
specjalne aparaty rejestrujace ruch larw (m.in. Zebra-
box Viewpoint czy Noldus), ktore umozliwiaja jed-
noczesne $ledzenie nawet 96 zwierzat w tym samym
czasie. Larwy umieszcza si¢ pojedynczo w studzien-
kach, dodajac do wody rézne stgzenia PTZ. PTZ bar-
dzo szybko przenika przez powtoki ciata larw i po
5 minutach od dodania PTZ rozpoczyna si¢ badanie.
Czas trwania catego eksperymentu jest $cisle zalezny
od zastosowanej dawki. Dawka 20 mM PTZ powo-
duje bardzo szybki wzrost aktywnosci lokomotorycz-
nej larw, osiggajac punkt szczytowy ok. 15. minuty
trwania badania. Naste¢pnie obserwuje si¢ szybki spa-
dek aktywnosci na skutek osiggnigcia przez larwy
fazy Il drgawek. W przypadku, gdy zastosowane
dawki sg mniejsze (10 lub 15 mM), czas trwania ba-
dania nalezy wydtuzy¢ nawet do dwoch godzin, gdyz
czas osiggnigcia przez larwy maksymalnego wzrostu
aktywnosci lokomotorycznej jest przesunigty do ok.
30—45 minut od dodania PTZ. W analizie wynikow
najczesciej stosowanym parametrem jest pomiar
drogi przebytej przez larwe¢ wyrazonej w milime-
trach [12].

Wykorzystanie modelu PTZ w badaniach przesie-
wowych pozwolito z sukcesem zidentyfikowac rézne
nowe substancje o dziataniu przeciwdrgawkowym
izolowane z organizmow morskich [7], pochodzenia
roslinnego [11, 17] oraz uzyskanych syntetycznie [ 14].

Chociaz pierwsza praca odno$nie wykorzystania
modelu PTZ u larw danio ukazata si¢ w 2005 r.,
dopiero 7 lat pézniej po raz pierwszy wykorzy-
stano ten model do badan przesiewowych na duza
skalg. Sarah Baxendale i wsp. [5] wykorzystali
w tym celu biblioteke lekow (ok. 2000 substancji) za-
twierdzonych przez Amerykanska Agencje Zywno-
sci i Lekow (Food and Drug Administration, FDA).
Badania przeprowadzili z uzyciem testu aktywnosci
lokomotorycznej oraz ocenili ekspresj¢ czynnika
transkrypcyjnego c-fos metoda hybrydyzacji in-
-situ. Na bazie wynikow wytypowali 46 substancji
z 16znych grup lekow o potencjalnym dziataniu
przeciwdrgawkowym. Wsrdd tych substancji znala-
zty si¢ steroidy, niesterydowe leki przeciwzapalne
czy leki przeciwgrzybicze.

Rownie ciekawe badania z wykorzystania mode-
lu PTZ u larw danio przeprowadzit Leo Brueggeman
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1 wsp. [6]. Analiza probek hipokampa pobranych od
6 pacjentdw z padaczka skroniowa (mesial temporal
lobe epilepsy) wykazata zmiany w ekspresji 689 ge-
néw. Z tej grupy 148 genow bylo juz wczesniej kla-
syfikowanych jako geny zwigzane z wystapieniem
padaczki. Autorzy w swojej pracy podzielili je na
3 podgrupy, tj. odpowiadajace za interakcje biatko-
-bialtko, za ubykwitynacj¢ bialek oraz za migracje
neurondw. Na bazie tych informacji wyselekcjono-
wali z biblioteki lekéw FDA 184 substancje do dal-
szych testéw z uzyciem modelu indukowanych PTZ
drgawek u larw danio. Co ciekawe, w zastosowanym
przez autorow modelu skuteczne okazaty si¢ 3 leki
z zupetnie réznych grup terapeutycznych: (1) pyran-
tel - lek przeciwpasozytniczy, (2) metformina — lek
przeciwcukrzycowy oraz (3) nifedypina — stosowana
w leczeniu choroby wiencowej i nadci$nienia tetni-
czego. Uzyskane wyniki sg interesujace ze wzgledow
medycznych, ale sugeruja rowniez przydatnos$¢ larw
danio w badaniach przesiewowych o wysokiej prze-
pustowosci.

Modele genetyczne padaczki u danio pregowane-
go - ich wykorzystanie w badaniach procesow epi-
leptogenezy oraz w badaniach przesiewowych

Epileptogeneza jest procesem, w ktérym dochodzi
do utrwalonych zmian patologicznych w obrebie mo-
zgu, ktorych konsekwencjg sa okresowe, nawracajg-
ce wytadowania padaczkowe. Istnieje wiele hipotez
odno$nie mechanizmoéw epileptogenezy, ale nalezy

PTZ +

zaznaczy¢, ze wigkszos$¢ tych hipotez bazuje na ba-
daniach z uzyciem zwierzat zdrowych, u ktérych pa-
daczke indukowano chemicznie.

Dynamiczny rozwdj badan i w jego konsekwen-
cji dostepnos¢ metod manipulacji w genomie danio
(m.in. metoda CRISPR/Cas9 czy TALEN) wraz ze
spadkiem kosztéw oraz walidacjg tych metod przy-
czynily si¢ w bardzo krétkim czasie do powstania
wielu réznych modeli padaczek wcezesnodziecigcych
o podtozu genetycznym. Uzycie larw danio, zwlasz-
cza na wczesnych etapach rozwoju, kiedy larwy sa
przezroczyste, pozwala na ocen¢ zmian w mozgu
przy uzyciu mikroskopu konfokalnego. Istnieje obec-
nie kilka linii transgenicznych danio pozwalajacych
na wizualizacje¢ w 3D m.in. neurono6w GABA- lub
glutaminianergicznych [12].

Najpowszechniej obecnie stosowanym modelem
genetycznym padaczki jest model choroby Draveta
[2, 19, 22], w ktorym zahamowanie ekspresji genu
scnllab (odpowiednik genu SCN/A u ludzi) kodu-
jacego kanaty sodowe typu Navl.l skutkuje wysta-
pieniem w obrazie elektroencefalograficznym (EEG)
wytadowan o charakterze toniczno-klonicznym (Ryc.
1). Cechg charakterystyczng tego syndromu u ludzi
jest to, ze pierwsze napady drgawek indukowane sa
u niemowlat pod wplywem wysokiej temperatury.
Nastepnie obserwuje si¢ zahamowanie rozwoju in-
telektualnego oraz nasilenie, a niekiedy zmiang cha-
rakteru napadow. Szczeg6lng trudnoscig w leczeniu
tego syndromu jest wysoka lekoopornos¢ i niewielka
liczba dostepnych opcji terapeutycznych.

Ryc. 1. Rycina przedstawia schemat analizy EEG u danio na przyktadzie drgawek wywotanych PTZ. Larwy s3 inkubowane przez
5 min w 20 mM roztworze PTZ, a nastepnie unieruchamiane w 2% zelu agarozowym na szkietku. Szklana elektroda wypetniona
sztucznym ptynem moézgowo-rdzeniowym zostaje umieszczona w mozgu (optic tectum lub przodmdzgowie) — panel po lewej stro-
nie. W $rodku stanowisko do zapisu aktywnosci elektrycznej mozgu larwy (sprzet firmy Scientifica, UK). Czas trwania badania wy-
nosi 20 min. Panel po prawej stronie przedstawia przyktad 10-minutowego zapisu EEG u larw danio po ekspozycji na dziatanie PTZ,
z odpowiednim powiekszeniem typowego wytadowania o charakterze toniczno-klonicznym. Autor zdje¢: Kinga Gawet.
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Podobnie jak w przypadku modelu drgawek wy-
wolanych PTZ, po raz pierwszy model choroby Dra-
veta u danio opisat Scott Baraban i wsp. [2]. Mu-
tacja nonsensowna, prowadzaca do zahamowania
ekspresji scnllab, powoduje u kilkudniowych (3—7
dni) mutantow nasilona aktywnos¢ lokomotorycz-
ng, ktéra w polaczeniu z duza liczba wytadowan
w obrazie EEG $wiadczy o wystepowaniu drgawek
toniczno-klonicznych. Co ciekawe, we wspomnianej
pracy autorzy zbadali biblioteke FDA zawierajaca
320 roznych lekow i z nich wytypowali klemizol (lek
przeciwhistaminowy) jako lek potencjalnie skutecz-
ny w leczeniu pacjentéw z syndromem Draveta. Jego
weryfikacja pod katem leczenia syndromu Draveta
u ludzi wymaga dalszych badan.

Na uwage zastuguje praca Jo Sourbrona i wsp.
[19]. W niniejszej pracy autorzy zbadali rézne leki
oddziatujace na uktad serotoninoergiczny w modelu
choroby Draveta u danio. Z kilku przetestowanych
lekow tylko lizuryd, stosowany w leczeniu choroby
Parkinsona, okazat si¢ by¢ skuteczny w tym modelu.
Wydaje sie, ze lizuryd moze by¢ nowym kandydatem
w leczeniu syndromu Draveta.

Bardzo ciekawe badania odno$nie mechanizmow
epileptogenezy lezacych u podtoza wystapienia cho-
roby Draveta zostaty przeprowadzone przez nasza
grupe pod przewodnictwem prof. Camili Esguerra
[22]. W naszej pracy wykazaliSmy, ze u larw z wyla-
czong funkcja genu scnllab (mutacja missensowna)
dochodzi do zmiany w liczbie dendrytow w neuro-
nach GABA-ergicznych. Juz u 3-dniowej larwy ob-
serwuje si¢ zmniejszenie liczby dendrytow w stosun-
ku do larw kontrolnych. U 6-dniowych homozygot
ich liczba spada o 40% w stosunku do kontroli, co
skutkuje znaczaca przewaga ukladu glutaminianer-
gicznego nad uktadem GABA. Zmiany w ilo$ci den-
drytéw koreluja w czasie ze zwigkszajaca si¢ liczba
wyladowan w obrazie EEG. Co ciekawe, fenflurami-
na (agonista receptoréw serotoninoergicznych typu
2A 1 2B), bedaca obecnie w 111 fazie badan klinicz-
nych w syndromie Draveta, podawana przewlekle
larwom odwraca wspomniane defekty. Chociaz nasze
wyniki po raz pierwszy wskazuja na mozliwo$¢ mo-
dyfikowania przebiegu choroby przez fenfluramine,
wymaga to dalszej weryfikacji.

Stwardnienie guzowate (tuberous sclerosis com-
plex, TSC) jest rzadka, lekooporng choroba, u pod-
loza ktorej leza mutacje w genach 7SCI (kodujacy
biatko hamartyng) lub 7SC2 (kodujacy biatko tubery-
ne), skutkujace zahamowaniem funkcji tych genow.
Wspomniana jednostka choroba charakteryzuje sie
wystepowaniem zmian wielonarzagdowych, a u ponad
90% chorych obserwuje si¢ rowniez zaburzenia neu-

rologiczne — rézne typy napadow padaczkowych oraz
stany lgkowe. TSC jest klasyfikowane jako choroba
lekooporna, chociaz czgs¢ chorych odpowiada na le-
czenie wigabatryng (analog GABA).

Bardzo ciekawe badania odno$nie mechanizmow
epileptogenezy w modelu TSC przeprowadzita gru-
pa polskich badaczy pod kierunkiem prof. Jacka
Jaworskiego i dr Justyny Zmorzynskiej. W swojej
pracy wykorzystali larwy danio z wylaczong funk-
cja genu tsc2 [15], ktorego produkt jest negatywnym
modulatorem kompleksu mTORI1 (mammalian target
of rapamycin complex 1). W tym badaniu autorzy
stwierdzili, ze wylacznie genu #sc2 u danio skutko-
wato heterotopig i hiperaktywacja szlaku mTOR1
w obrebie ,,pallium” - regionu mozgu danio, ktory
jest homologiczny do kory ssakow. Ponadto u mu-
tantow zaobserwowano rozrzedzenie spoidta wielkie-
go mozgu, ktore jest odpowiedzialne za roztaczenie
potkul moézgu, co jest charakterystyczne dla chorych
na TSC. Brak ekspresji tsc2 opozniat rowniez rozwoj
aksonéw i powodowat nieprawidtowy rozwdj drog
nerwowych w mézgu mutantéw. U larw £sc2”- obser-
wowano napady padaczkowe o charakterze niemoto-
rycznym oraz objawy lekowe. Wspomniane objawy
byly odwracane wskutek zahamowania receptora dla
kinazy tyrozynowej B (TrkB). Ponadto autorzy wy-
kazali, ze w przeciwienstwie do wigabatryny (analog
GABA) i rapamycyny (modulator mTOR1), hamo-
wanie TrkB zapobiegalo zmianom patologicznym
w obregbie moézgu. Podsumowujac, dane te ujawnity,
ze istnieje funkcjonalna zbiezno$¢ miedzy Sciencze-
niem spoidla moézgu a wystgpowaniem leku w mo-
delu tsc, zapewniajac mechanistyczny zwigzek mig-
dzy anatomig mézgu a objawami choroby u ludzi.
Ponadto wspomniana praca po raz pierwszy opisuje
receptor TrkB jako nowy punkt uchwytu dla lekow
w syndromie TSC [15].

W 2013 1. po raz pierwszy opisano mutacj¢ w ge-
nie DEPDC5 (domena DEP zawierajaca biatko 5)
w rodzinnej padaczce ogniskowej [8, 9]. Od tego cza-
su mutacje w DEPDCS5 (prowadzace do przedwcze-
snego wystgpienia kodonu stop) zidentyfikowano
w 12-37% wszystkich przypadkow padaczek ogni-
skowych [13]. DEPDCS5 koduje biatko, ktore jest
cztonkiem kompleksu GATORI1 (Gap Activity To-
wards Rags), bedace uyjemnym regulatorem mTORCI.
Uzywajac technologii CRISPR/Cas9 Swaminathan
i wsp. [20] zaprojektowali model padaczki u danio
z utratg funkcji depdc5. U larw depdc5” zaobserwo-
wano zwickszona fosforylacje biatka pS6, ktore jest
markerem aktywnosci szlaku mTOR oraz sponta-
niczne wyladowania w obrazie EEG. Sekwencjono-
wanie mRNA mozgu larw depdc5’ ujawnito zmiany
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w poziomie ekspresji wielu roznych gendw, np. od-
powiedzialnych za morfogeneze, aksonogeneze,
tworzenie synaps lub przekazywanie sygnatow za
posrednictwem GABA. W odniesieniu do genow
zwigzanych z funkcja GABA barwienie immunolo-
giczne Gad1/2 (enzymy dekarboksylazy kwasu gluta-
minowego 1 12, katalizujace reakcje przeksztatcania
glutaminianu do GABA) ujawnito zmniejszong licz-
be projekcji Gadl/2 u larw depdc5. Poniewaz ago-
nisci receptora GABA nie byli w stanie zapobiegac
zmianom patologicznym u larw depdc5”, podczas
gdy wigabatryna, przynajmniej cz¢Sciowo, odwraca-
la te objawy, autorzy doszli do wniosku, ze bardziej
prawdopodobne jest, ze efekt kompensacyjny GABA
jest spowodowany przez GABA per se, a nie poprzez
receptory GABA. To kompleksowe badanie wskaza-
lo na nowy, niezalezny od mTOR, wptyw niedobo-

Podsumowanie, czyli perspektywy wykorzystania
danio pregowanego w medycynie personalizowanej

Omoéwione przez nas wyzej badania wskazuja wy-
soki potencjal larw danio w badaniach genetycznego
podtoza epilepsji. Wiele wskazuje rowniez na to, ze
w niedalekiej przysztosci bedzie mozna modele gene-
tyczne wykorzysta¢ rowniez w medycynie personali-
zowanej,awiecindywidualizacjileczeniapodkonkret-
nego pacjenta. Nastrzykujac mutanty (homozygoty)
wariantami ludzkimi sekwencjami kodujgcymi z okre-
slonymi mutacjami, mozliwe jest okreslenie, ktory
z wariantow ma charakter patologiczny i odpowiada
za fenotyp choroby [8, 18]. Dzi¢ki temu w przyszto-
$ci bedzie mozna wykonywac¢ badania przesiewowe
biblioteki lekéw pod katem ich skuteczno$ci w muta-
cji, ktorej nosicielem jest dany chory.

ru Depdc5 na sygnalizacje GABA, ktorej zburzenia
moga leze¢ u podstaw patogenezy padaczki ognisko-
wej [20].
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