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Danio rerio (zebrafish, зебраданио) – относительно новый модельный объект, все

более активно используемый в биомедицинских исследованиях, включая изучение

центральной нервной системы (ЦНС) и поиск новых лекарственных средств. Ко-

личество исследований, посвященных нейробиологии зебраданио, стремительно

растет и в относительном размере превосходит рост публикаций по всем другим

модельным организмам в биомедицине. Популярность модели обеспечили отно-

сительная простота ее использования, хорошо описанная физиология, высокая ге-

нетическая гомология с людьми, быстрое развитие, возможность высокопроизво-

дительного биоскрининга и низкая стоимость исследований. В работе обсуждается

текущая роль зебраданио в трансляционной нейробиологии и потенциал их ис-

пользования с новейшими методиками биологических исследований. Несмотря на

то, что поиск и описание эффектов известных психоактивных веществ на зебрада-

нио активно внедряются в повседневную практику, в том числе и в России,

изучение заболеваний мозга на данной модели остается ограниченным. Мы под-

черкиваем важность исследований патогенеза ЦНС на зебраданио в связи с высо-

ким потенциалом модели как объекта, эволюционная консервативность и относи-

тельная простота лабораторного применения которого могут помочь определить

основные биомаркеры и механизмы сложных гетерогенных заболеваний мозга.
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Одна из социально значимых проблем сегодня – увеличение числа людей, страдаю-

щих психическими расстройствами. Важным этапом для нейробиологии является
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расширение спектра модельных организмов и попытки обнаружить эволюционно

консервативныe механизмы патогенеза и их биомаркеры. По этическим и законода-

тельным причинам возможности биомедицинских исследований на человеке огра-

ничены [1, 2], и поэтому животные модели человеческих заболеваний широко ис-

пользуются в биомедицинских исследованиях [3]. Наиболее популярными лабора-

торными животными являются грызуны [3], которые (благодаря физиологической

и генетической гомологии с человеком) привели к фундаментальным открытиям в

области биомедицины [4, 5] и также широко используются для тестирования ток-

сичности или терапевтических свойств препаратов [6, 7].

В последнее время в биомедицинские исследования активно вводится новый

модельный организм – зебраданио (zebrafish, Danio rerio). Преимуществами их ис-

пользования являются высокая фертильность, быстрое развитие, наружное опло-

дотворение, легкость генетических манипуляций, простота содержания и низкая

стоимость [8]. Размер тела взрослой особи колеблется в пределах от 2 до 4 см [9].

В лабораторной практике данный организм с самого начала оказался популярен

среди эмбриологов и токсикологов [10, 11] в силу ряда его биологических особен-

ностей. В первую очередь, самые ранние этапы развития у зебраданио можно на-

блюдать с помощью неинвазивных методов из-за прозрачности эмбриона [10].

Оплодотворение у зебраданио наружное [12], поэтому икринки могут быть отобра-

ны для исследования на самых первых стадиях эмбриогенеза. Икра зебраданио

прозрачна и не требует применения сложных методов визуального исследования

развития животного [13]. После того как мальки покидают прозрачный хорион,

они остаются относительно прозрачными продолжительное время [14], что позво-

ляет продолжить исследование развития всех систем органов. Помимо эмбриоло-

гии и токсикологии, относительно недавно зебраданио стал популярным объектом

и в нейробиологических исследованиях [15]. Несмотря на то, что грызуны более

близки к человеку с точки зрения эволюции, уровень генетической и физиологиче-

ской гомологии зебраданио и человека достаточно высок (70–75%) [12]. Зебрада-

нио имеет аналоги многих структур головного мозга человека [16], в том числе коры,

которая, однако, представлена латеральными и вентральными участками плаща

(pallium), а не самостоятельной структурой, из-за меньшего развития по сравне-

нию с корой млекопитающих [17]. Нейрохимические системы рыб хорошо разви-

ты, и большая часть нейротрансмиттеров человека также наблюдается как у маль-

ков, так и у взрослых зебраданио, в том числе глутаматергическая, ГАМК-ергическая,

холинергическая, гистаминергическая, дофаминергическая, серотонинергическая и

норадренергическая системы [18].

Действие различных фармакологических препаратов на ЦНС зебраданио и че-

ловека также сходно поскольку наблюдается высокая генетическая консерватив-

ность среди активных сайтов энзимов, рецепторов, транспортеров и каналов [19].

Зебраданио также эффективны в тестах, регистрирующих различные поведенческие

показатели, что связано с выраженными и легко регистрируемыми поведенческими

реакциями в различных условиях, наблюдающимися у взрослых рыб и мальков [20].

В ходе изучения поведения зебраданио получены данные, позволяющие точно и эф-

фективно изучить корреляцию поведения и физиологических, в т. ч. – нейрональ-

ных показателей [21]. Были созданы модели патологий развития и нейродегенера-

ций, например, болезней Паркинсона и Альцгеймера, изучено влияние многих пси-

хоактивных препаратов на зебраданио и описаны механизмы их действия [22].

Разработаны методы для изучения расстройств аутистического спектра (РАС),

шизофрении и аффективных (тревожных и депрессивных) расстройств, а также созда-

ются новые, направленные на моделирование обсессивно-компульсивного, пост-

травматического стрессорного расстройств (ПТСР), и синдрома дефицита внима-

ния и гиперактивности (СДВГ) [23, 24]. При этом поведение зебраданио более
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простое (по сравнению с грызунами), что для ряда поведенческих исследований

может быть полезно, так как у грызунов часто сложно разделить поведенческий

фенотип на дискретные паттерны. Весомым аргументом в пользу использования

зебраданио как модельного объекта для исследований являются его дешевизна, а

также простота содержания и разведения. Так, зебраданио производят большое ко-

личество потомства (даже несмотря на средний уровень выживаемости около 50%

[25]), что позволяет собирать данные в большем количестве, чем на грызунах. В на-

стоящей работе мы приводим актуальные данные о потенциале использования

зебраданио как объекта современных нейробиологических исследований и

обсуждаем возможные перспективы развития этой области.

КЛАССИЧЕСКИЕ МЕТОДЫ И ТЕСТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
ПОВЕДЕНИЯ ЗЕБРАДАНИО

На сегодняшний день существует множество тестов для оценки поведения зеб-

раданио в норме и патологии (рис. 1). С помощью теста незнакомого аквариума

(novel tank test) и черно-белого аквариума (light-dark box test), которые концепту-

Рис. 1. Типичный процесс постановки поведенческого эксперимента для определения эффектов психо-

активных препаратов на зебраданио. Перед тестированием рыба выдерживается в сосуде, содержащем

препарат, от 5 до 60 мин (в зависимости от протокола и вещества). Справа – типичные эксперименталь-

ные аппараты для постановки теста незнакомого аквариума (вверху), тест на построение косяка (ис-

пользуется тот же аквариум, что и в тесте незнакомого аквариума, в центре) и тест черно-белого (темно-

светлого) аквариума (внизу).
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ально аналогичны тестам открытого поля и черно-белой камеры у грызунов, изуча-

ются расстройства аффективного спектра посредством оценки исследовательской

активности в незнакомой среде [26, 27]. В тесте незнакомого аквариума рыбу поме-

щают в незнакомый ей узкий (например, 20 × 20 × 5 см) аквариум, условно разде-

ленный на две равные части горизонтальной линией [28, 29]. В течение 5–6 мин запи-

сываются такие поведенческие показатели рыбы как время, проведенное в верхней

части аквариума, количество переходов в верхнюю часть аквариума, количество

стрессорных хаотических/эрратических движений (с резким изменением направ-

ления и скорости [20]), количество замираний (фризинга) и время, на которое ры-

ба замирает [28, 30–33]. Изначально зебраданио находится в нижней части аквари-

ума, могут наблюдаться эрратические движения и фризинг, что считается призна-

ком тревожного поведения. По мере адаптации к новой среде или при воздействии

антитревожными препаратами, рыба начинает активнее заплывать в верхнюю по-

ловину, частота эрратических движений и фризинга снижается [34]. В тесте черно-

белого аквариума рыбу помещают индивидуально в прямоугольный черно-белый

аквариум, заполненный водой (приблизительно на 12–15 см) и разделенный на две

равные части, одна из которых белого, а другая – черного цвета (туда помещается

рыба). В тесте оцениваются следующие параметры: задержка перед заплыванием в

белую половину аквариума, проведенное там время и количество переходов между

отсеками. Если рыба отдает предпочтение черной половине аквариума, то это явля-

ется признаком тревожного поведения [27, 35–37]. В тесте построения косяка

(shoaling test) используются различные по форме аквариумы, в том числе стандарт-

ный аквариум для теста незнакомого аквариума. Рыбы помещаются в аквариум

группами (не менее 4 рыб) для оценки таких параметров как плотность построения

косяка (среднее расстояние между рыбами в косяке), среднее расстояние до бли-

жайшего соседа, вариация в среднем расстоянии, площадь косяка и др. [38–41].

Считается, что нарушения в механизмах построения косяка связаны с тревожно-

стью и социальным дефицитом, так как плотный косяк соответствует тревожному

фенотипу, а слишком разбросанный – асоциальному фенотипу [38, 40–42]. Тест

зеркального отражения (mirror exposure test) направлен на оценку агрессивности у

зебраданио [43–45]. Рыба помещается в незнакомый аквариум с зеркалом, распо-

ложенным на вертикальной стороне стенки, примерно на 6 мин. Агрессивное по-

ведение в данном тесте определяется по числу укусов зеркала, лобовых атак и под-

ходов – быстрых перемещений в сторону своего отражения, воспринимаемого

рыбой как образ (потенциального противника).

Также в исследованиях на зебраданио используются тесты на основе предъявле-

ния хищника (predator exposure), например, индийской рыбы-листа (Indian leaf

fish, Nandus nandus). В тесте избегания хищника, используемом для выявления или

индукции тревожного фенотипа, зебраданио помещается в центр аквариума с дву-

мя отсеками с хищником в одном из них [46, 47]. Здесь оценивается избегание

хищника или готовность приблизиться к нему, в том числе – задержка заплывания

в отсек с хищником, время, проведенное там и в отсеке без хищника, а также коли-

чество переходов между отсеками. Тест ингибирования избегания используется для

оценки памяти [48]. Рыба помещается в белую половину черно-белого аквариума,

разделенного пополам прозрачной перегородкой. Спустя минуту акклиматизации,

перегородка поднимается, чтобы рыба могла заплыть в черную половину аквариума,

затем перегородка закрывается и зебраданио подвергается действию низковольтного

электрического тока (0.1 в/см воды) в течение 10 сек, и оценивается латентный пери-

од заплыва в черную половину аквариума.
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НОВЫЕ МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Количество нейробиологических исследований на зебраданио устойчиво растет,

что подтверждается ростом числа публикаций по ним в научных журналах.

В первую очередь это связано с тем, что зебраданио – сравнительно новый модель-

ный объект в нейробиологии. Многие методики для оценки поведения зебраданио

дублируют таковые у грызунов и описаны в предыдущем разделе (рис. 1). В течение

последних лет активно велось описание характерных черт поведения, их детализа-

ция, каталогизация и стандартизация как у взрослых рыб, так и у мальков [20, 49], а

также активная разработка и стандартизация протоколов для изучения поведенче-

ских, нейрохимических и эндокринных ответов [50–53]. Кроме того, зебраданио в

воде демонстрирует активность в трех измерениях, и поэтому для оценки поведения

с недавнего времени начали применять методы трехмерной (3D) визуализации [54].

Методика достаточно проста и требует съемки активности животного двумя каме-

рами (сверху и сбоку), с последующей обработкой сигнала с помощью специализи-

рованного программного обеспечения [54]. Данный подход помогает эффективно

оценить пространственно-временные аспекты поведения зебраданио, например, в

тесте незнакомого аквариума [55]. С помощью 3D-трекинга можно оценить, как с

течением времени менялось поведение животного в аквариуме (например, на-

сколько близко к поверхности оно находилось в течение эксперимента), а затем

сопоставить изменения в поведении рыб с рядом других показателей, отражающих

степень тревожности рыбы (например, уровень стресс-гормона кортизола или экс-

прессию мозговых маркерных генов) [56], что удобно при тестировании фармако-

логических препаратов – потенциальных антидепрессантов или анксиолитиков, и

изучении их эффектов в динамике.

ОПТОГЕНЕТИКА

В последние годы особый интерес привлекли оптогенетические модели. Оптоге-

нетический подход предполагает использование света для наблюдения клеточной

активности и манипуляции ею, в том числе у свободно двигающихся животных

[57]. Для этого используется генетическая модификация клеток группой микроб-

ных белков – опсинов, в том числе каналородопсином 2 (ChR2). Существуют раз-

личные вариации светочувствительных ионных каналов, которые могут быть взяты

из растений (водорослей) или животных с последующими модификациями [58, 59].

Например, каналородопсин и галородопсин чувствительны к синему (~490 нм) и

желтому (~580 нм) свету, соответственно. Каналы проницаемы для разных ионов

[60, 61]. Так, каналородопсины являются каналами деполяризации, а галородоп-

син – реполяризации [62]. Таким образом, в зависимости от типа канала можно

модулировать деятельность нейронов как в сторону их активации, так и в сторону

торможения  [62]. В связи с легкостью генетической модификации, быстрым раз-

витием и прозрачностью мальков (а также наличием прозрачных линий взрослых

рыб), зебраданио обладает высоким потенциалом для применения оптогенетиче-

ских методов исследования, так как у рыб последующее воздействие на каналы не

предполагает инвазивного вмешательства и методологически проще, чем на грызу-

нах. С помощью данного метода можно выявлять конкретные нейрональные пути,

вовлеченные в те или иные процессы поведения. Традиционно одним из наиболее

распространенных подходов к созданию оптогенетических моделей на зебраданио

является трансгенезис с использованием ретровирусов, а также трансгенов, несу-

щих ткане-специфичный промотер, гарантирующий изолированную экспрессию

опсина в нужной ткани [63]. Однако новые методики трансгенеза, основанные на

системе CRISPR/Cas, представляют собой более простой и удобный способ knock-in

трансгенеза, показавший себя эффективным и на зебраданио [64]. Однако на дан-



1422 КРОТОВА и др.

ный момент оптогенетических модификаций, созданных при помощи CRISPR/Cas

knock-in системы, еще не описано. В то же время система CRISPR/Cas в связке с

оптогенетическими методами позволяет создать модели с фотоактивируемой

генной модификацией, и данный метод уже активно внедряется в лабораторную

практику для время-таргетированных модификаций [65].

Хотя взрослые зебраданио являются перспективным организмом для оптогене-

тических исследований в нейробиологии и изучении психических расстройств

[66], в связи с большей простотой поведения и устройства мозга, а также прозрач-

ностью, большая часть современных оптогенетических исследований проводятся

на мальках [63]. Так, стимуляция небольшой зоны ромбовидного мозга в ромбоме-

ре 5 вызывает быстрое движение глаз по типу саккад [67], стимуляция каудальной

части ромбовидного мозга приводит к резким плавательным движениям [68], а ак-

тивация клеток Роона–Бэрда (RB–cells) и Колмера–Агдура (KA-cells) – к реакции

избегания или медленным плавательным движениям без изменения направления,

соответственно [69, 70]. Однако потенциал оптогенетических моделей более слож-

ных поведенческих реакций у зебраданио все еще остается нераскрытым, что под-

черкивает необходимость дальнейших исследований на данной модели.

Помимо поведенческих исследований, оптогенетические методы также могут

быть полезны при изучении развития нервной системы. Например, с помощью

фотоконвертируемого белка Кэдэ (Kaede), меняющего свою флуоресценцию под

воздействием ультрафиолетового излучения от зеленого к красному свету [71], бы-

ло показано, в каком порядке развиваются нейроны в конечном мозге зебраданио.
Более старые нейроны, развивающиеся в вентральных отделах конечного мозга, в

первый день после оплодотворения имели красную флуоресценцию, в то время как

нейроны, появившиеся через два дня после оплодотворения в дорсальных отделах, –

зеленую [72]. Таким образом, оптогенетика также является удобным методом изу-

чения процессов развития ЦНС у зебраданио.

ВИЗУАЛИЗАЦИЯ НЕРВНОЙ АКТИВНОСТИ (ИМИДЖИНГ)

Также в современной науке набирают популярность новые методы регистрации

нейрональной активности, такие как нейрональный имиджинг. В отличие от элек-

трофизиологических исследований, являющихся зачастую инвазивными и реги-

стрирующими ограниченное количество нейронов, методы нейронального ими-

джинга, в случае с зебраданио, позволяют неинвазивно регистрировать нейрональ-

ную активность на уровне всего мозга [63]. Одним из наиболее распространенных

методов визуализации является определение концентрации Ca2+ в нейронах при

помощи чувствительных к Ca2+ белков, которые способствуют дифференциальной

флуоресценции тканей при контакте с кальцием. Эффект может достигаться как

путем доставки специальных веществ непосредственно в нейрональные ткани (на-

пример, доставка Fura PE3 AM (TefLabs, Austin, Tex., США) Calcium Green-1 AM,

Indo-1 AM или Magnesium Green AM (Molecular Probes, Eugene, Ore., США) [73–76],

так и путем генетической модификации организма с помощью плазмид, экспрес-

сирующих, например, yellow cameleon 2.1 (YC2.1) [73–76], GFP Aequorin [73–76],

GAV5v1 [73–76]. В связи с высокой прозрачностью, аналогично с оптогенетиче-

скими методами, визуализация активнее используется на мальках, чем на взрослых

рыбах. Большая часть работ посвящена методологической составляющей и потен-

циалу использования методики на модели [73–76], а не исследованию специфики

нейрональных реакций в ответ на различные стимулы. В последние годы были реа-

лизованы, в том числе, методы визуализации, позволяющие осуществлять оценку

нейрональной активности на клеточном уровне у свободно движущихся мальков

[77]. При помощи инъекции calcium green dextran в спинной мозг зебраданио была



1423ЗЕБРАДАНИО (ZEBRAFISH) КАК НОВАЯ ПЕРСПЕКТИВНАЯ МОДЕЛЬ

показана дифференциальная активация периферических нисходящих интернейро-

нов (ПНИ) и многополярных комиссуральных нисходящих интернейронов (МКНИ)

в ответ на разную двигательную активность [78]. Так, ПНИ неактивны в процессе

плавания, однако активируются во время реакции избегания, МКНИ активны во

время перемещения рыбы, но даже многоразовое предъявление стимула не вызы-

вает ответ в случае избегания [78]. Применение оптоакустических (фотоакустиче-

ских) методов позволяет проводить, в том числе, мониторинг нейрональной актив-

ности всего мозга взрослых рыб и является перспективным подходом для будущих

исследований [79]. Метод основан на использовании оптоакустического эффекта,

при котором при абсорбции света с меняющейся интенсивностью за счет преобра-

зования энергии в тепло, в материале формируются звуковые волны.

НЕЙРОГЕНЕТИКА

Несмотря на то, что зебраданио филогенетически находится гораздо дальше от

человека, чем грызуны, генетическая гомология зебраданио и человека достаточно

высока (>70%) [80]. Подобная гомология отмечается и для нервной системы, в ко-

торой экспрессируется большое количество генов, гомологичных генам ЦНС че-

ловека. Это дает возможность использовать зебраданио для исследований генети-

ческих основ психических заболеваний. Еще одним серьезным преимуществом

зебраданио как объекта для генетических исследований, как уже указано, является

наружное оплодотворение [81] и простота генетических манипуляций с прозрачны-

ми икринками [13]. На данный момент уже создано большое количество трансген-

ных линий зебраданио [82–84], например с полным выключением (нокаут) кон-

кретных генов [85, 86]. Дофаминовый транспортер регулирует количество дофамина

в синаптической щели, осуществляя его обратный захват после синаптической пере-

дачи и тем самым модулируя такие заболевания мозга, как шизофрения [87–89] и

СДВГ [90]. С помощью нокаута гена дофаминового транспортера можно смодели-

ровать усиление дофаминового сигналинга, который, как считается, является од-

ним из триггеров к развитию вышеупомянутых патологий. Недавние исследования

показали, что зебраданио с нокаутом дофаминового транспортера имеют серьез-

ные отклонения в поведении по сравнению с нормой [91], они проводят больше

времени в нижней части аквариума в тесте незнакомого аквариума, а также резко

меняют направление плавания (вверх-вниз), что может говорить о тревожном фе-

нотипе, чего не наблюдалось у контрольных рыб дикого типа  [91]. При этом, после

того, как трансгенное животное получило клозапин (дофаминергический анти-

психотик) в концентрации 2.5 мкМ, его поведение приближается к поведению жи-

вотных дикого типа: рыбы проводят меньше времени в нижней части аквариума,

плавание с резкой сменой направления также снижается [91]. Кроме того, у нока-

утных зебраданио была обнаружена дегенерация нейронов, экспрессирующих ти-

розингидроксилазу – фермент, играющий ключевую роль в синтезе катехоламинов

(в том числе дофамина) [91]. Клозапин также оказал положительный эффект на ре-

генерацию данных нейронов у нокаутных зебраданио [91].

У зебраданио изучено тревожное поведение, которое в настоящее время хорошо

описано и возникает как реакция на стресс [92]. Данное состояние, вызванное

кратковременным или продолжительным стрессом, оказывает воздействие на ось

стресса у зебраданио, так же как у человека и других млекопитающих [93]. У чело-

века ось стресса представлена гипоталамусом, гипофизом и надпочечниками [93].

Рыба не имеет надпочечников, а их функцию выполняют межпочечные железы

(interrenal gland) [94]. Под воздействием стресса данная ось активируется, что при-

водит к выработке ряда эндокринных факторов, таких как кортиколиберин, адре-

нокортикотропный гормон и кортизол [92, 95]. В результате воздействия стресса, у
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человека и зебраданио происходит повышение уровня кортизола [34, 96]. Важно

отметить, что у грызунов (в отличие от человека и зебраданио) вырабатывается

кортикостерон [93], и поэтому можно сказать, что эндокринная регуляция стресса

у зебраданио физиологически особенно близка к человеку.

Нарушения в работе стресс-оси влекут за собой нарушения в работе всех систем

органов [97], в том числе ЦНС [98, 99]. Считается, что данные нарушения лежат в

основе ряда психических расстройств, например депрессии [100], ПТСР [101] и

шизофрении [102]. Так, например, довольно хорошо изученной на зебраданио яв-

ляется модель grs357, у которой замена одного нуклеотида в гене глюкокортикоид-

ного рецептора вызывает его дисфункцию путем инактивации транскрипции [103].

У grs357 наблюдается повышенный уровень кортизола и экспрессии проопиомелано-

кортина (ПОМК; прекурсор адренокортикотропного гормона) и кортиколиберина,

снижение исследовательской активности и увеличение тревожности, выявленной в

тесте незнакомого аквариума, повышенная активность в тесте на реакцию избега-

ния, а также нарушенная габитуация (привыкание) к стрессовым стимулам [103,

104]. При этом действие антидепрессанта флуоксетина (селективный ингибитор об-

ратного захвата серотонина (СИОЗС)) нормализует данные параметры [103, 104].

Аналогично grs357, у зебраданио с удаленным при помощи технологии CRISPR/Cas9

глюкокортикоидным рецептором (gr−/−) наблюдается повышенный уровень кор-

тизола в теле и экспрессии ПОМК и кортиколиберина в мозге [105].

При изучении СДВГ перспективной моделью является линия, мутантная по ге-

ну period1b (per1b), вовлеченному в циркадную активность. Данные рыбы гиперак-

тивны, проявляют признаки повышенной агрессии в тесте предъявления зеркала,

требуют больше времени для обучения в тесте активного избегания и более им-

пульсивны в тесте на время реакции [106]. Множество других исследований, по-

священных нейрогенетике зебраданио, были опубликованы в последние годы, од-

нако их подробное обсуждение выходит за пределы темы данной работы. Следует

отметить, что данное направление активно развивается в мире и, учитывая относи-

тельную простоту генетической модификации зебраданио, является перспектив-

ным направлением исследований как нейрофармакологии, так и изучения эволю-

ционно-консервативных физиологических функций генов мозга.

НОВЫЕ КОНЦЕПЦИИ В ИССЛЕДОВАНИЯХ

Моделирование стресса
Моделирование стрессорных расстройств возможно с использованием зебрада-

нио. Например, для формирования депрессивно-подобного фенотипа у зебрада-

нио разработан протокол хронического непредсказуемого стресса [107]. В течение

нескольких недель животные несколько раз в день подвергаются различным стрес-

совым факторам [107], в том числе – низкий уровень воды в аквариуме, низкая

температура воды, нарушение светового режима (сутки в темноте/сутки при вклю-

ченном свете), сутки без пищи, контакт с хищником из естественной среды обита-

ния (рыба-лист) и ряд других [107]. Стрессоры чередуются и предъявляются так,

чтобы у животного не возникало адаптации к ним. Затем животные тестируются в

поведенческих тестах для оценки уровня тревожности и формирования депрессивного

фенотипа. Исследования показали, что хронический стресс существенно повышает

показатели тревожности [30], а также закономерным образом повышает уровень

кортизола [107]. Помимо этого было обнаружено, что у зебраданио после хрониче-

ского стрессирования повышен уровень экспрессии bdnf (brain-derived neurotrophic

factor) [108] – нейротрофического фактора, который играет большую роль в обес-

печении процессов синаптической пластичности и нейрогенеза. При этом у мле-

копитающих наблюдается обратная закономерность – снижение уровня экспрес-
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сии bdnf [109–111]. Также у зебраданио после стресса наблюдается увеличение чис-

ла дендритных шипиков в конечном мозге [108], в то время как у млекопитающих

наблюдается обратный процесс [112–114]. Интересен тот факт, что антидепрессанты

из класса СИОЗС приводят количество шипиков к начальному уровню, уменьшая

их количество у зебраданио и увеличивая у млекопитающих. Это говорит о возможно

разной регуляции процессов нейропластичности зебраданио и человека. Раскрытие

механизмов синаптической пластичности у зебраданио может стать основой для раз-

работки нового подхода к терапии депрессии и сопутствующих расстройств.

Исследования с использованием непредсказуемого хронического стресса в течение

14 дней показали, что 155 генов в ЦНС зебраданио существенно меняют свою экс-

прессию [115]. Среди них гены, регулирующие процессы обучения и запоминания,

например cdk5 (cyclin-dependent kinase) и chrna7, участвующий в формировании

никотиновых рецепторов холинергической системы. Помимо этого была выявлена

нарушенная экспрессия генов, вовлеченных в развитие тревожных расстройств

[116], например EP (ependymin) и slc25a5 [117]. EP является нейротрофическим

фактором, участвующим в процессах пластичности [118], а slc25a5 (solute carrier

family 25 member 5) связывают с развитием аутизма и болезнью Паркинсона [119,

120]. Уровень мРНК slc25a5 оказался существенно повышен у рыб, демонстрирую-

щих повышенную тревожность после воздействия хронического стресса [117].

Моделирование аутизма

При моделировании заболеваний ЦНС существует проблема отделения одной

модели от другой, поскольку симптомы заболеваний и причины часто пересекают-

ся. В качестве альтернативы можно использовать моделирование конкретного

симптома или эндофенотипа, который необходимо исправить, а не синдром болез-

ни в целом как таковой. Модели тревожности, депрессии и зависимостей на зебра-

данио на данный момент получили широкое распространение, в отличие от мало-

известных моделей аутизма и обсессивно-компульсивных состояний. Зебраданио

отдает предпочтение организму своего вида, что позволяет измерять социальные

дефициты посредством оценки расстояния между тестируемой рыбой и изображе-

нием ее конспецифика, особенно ввиду того, что зебраданио легко реагирует на

подобные зрительные стимулы. Это важно для создания модели расстройств аути-

стического спектра (РАС). Другая парадигма исследует формирование косяка, оце-

нивая его направление движения и среднее расстояние между рыбами. Тест ингиби-

рования избегания используется для оценки эмоционального обучения и также при-

меним к моделированию РАС. Например, в этом тесте отсек аквариума, который

более привлекателен для рыб, связан с аверсивным стимулом. Измеряется задерж-

ка перед переходом в ранее предпочтительный отсек. Существует и самый простой

вариант данной парадигмы – тест предъявления зеркала, недавно примененный в

моделировании аутизма [121]. Дальнейшие исследования в области социального

поведения зебраданио могут привести к появлению новых моделей аутизма зебра-

данио, анализируя облегчение обучения в группах [122] и установление групповой

иерархии [123]. В процессе создания тестов для модели аутизма на зебраданио

можно получить более широкий спектр инструментов для сравнительного анализа

патогенеза между человеком и рыбой.

Стереотипия – еще один основной признак аутизма, который можно отследить

у зебраданио с помощью 3D анализа поведения и использовать для выявления по-

ведения, связанного с РАС, например кружение [124] или стереотипное открыва-

ние рта. РАС можно смоделировать на зебраданио и фармакологически (NMDA-

антагонистом MK-801 [125] или антагонистом D1-рецептора SCH (23390 [126]).

В качестве моделей РАС также изучалось воздействие различных токсинов на зеб-
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раданио, например, пестицидов (хлорпирифос [127]) и загрязнителей (к примеру,

водорастворимая фракция сырой нефти [124]). У зебраданио около 67% генов,

причастных к РАС, ортологичны человеческим. Мутация некоторых из этих генов

используется для моделирования РАС на зебраданио. В частности, нокаут fmr1,

наиболее хорошо описанный на зебраданио и имеющий прямое отношение к РАС,

вызывает гиперактивность в тесте открытое поле и нарушения эмоционального

обучения [128]. Существует также группа генов, вовлеченных в патогенез РАС, но

охарактеризованных только у эмбрионов зебраданио. Например, в результате су-

прессии kctd13 возникает макроцефалия и чрезмерная пролиферация нейрональ-

ных предшественников у рыб [129], в то же время снижение экспрессии auts2 умень-

шает размеры головного мозга и количество нейронов [130]. Тем не менее, необхо-

димы дальнейшие трансляционные исследования для выявления и анализа генов,

связанных с РАС, в моделях зебраданио.

Моделирование шизофрении

Шизофрения – это хроническое и тяжелое психическое расстройство, патобио-

логия которого на данный момент остается плохо изученной. Для исследования

фенотипов, связанных с шизофренией, и поиска препаратов для лечения данной

патологии нужны экспериментальные модели на животных. Зебраданио, обладая

сложным устойчивым поведением, высокой генетической и физиологической го-

мологией с людьми, а также проявляя чувствительность к препаратам, противосто-

ящим или способствующим развитию шизофрении, становятся удобным инстру-

ментом для моделирования фенотипов, связанных с шизофренией. Однако у моделей

зебраданио есть и четкие ограничения. Например, некоторые их гены имеют две

копии вместо одной (как, например, у млекопитающих) из-за дополнительной ду-

пликации генома у костистых рыб [131]. При изучении фенотипов шизофрении на

любом новом модельном организме необходимо выявить индивидуальные пове-

денческие и физиологические эндофенотипы, которые повторяют соответствую-

щие человеческие симптомы шизофрении. Например, изменения двигательной

активности рыб, связанные с шизофренией, могут быть изучены в тесте незнако-

мого аквариума [48, 132]. Кроме того, как уже упоминалось, зебраданио достаточно

социальны, поэтому тест построения косяка можно использовать для выявления

социального дефицита, относящегося к социальной абстиненции, обычно наблю-

даемой у пациентов с шизофренией. Этот тест также может быть чувствительным к

поведенческим эффектам, возникающим под воздействием различных препара-

тов, которые, как известно, провоцируют психозы. Например, нарушение постро-

ения косяка (увеличение среднего расстояния между рыбами) происходит после

пропсихотических галлюциногенных агентов диэтиламида лизергиновой кисло-

ты (ЛСД), 3,4-метилендиоксиметамфетамина (МДМА), кетамина, фенилциклидина

или ибогаина [133, 134]. Также признаком шизофрении является усиление агрессив-

ного поведения [135, 136], которое может быть изучено у зебраданио с использовани-

ем популярных парадигм агрессии, например, диадической конфронтации и теста

зеркального отражения (предъявления зеркала) [137]. У пациентов с шизофренией

также обычно наблюдаются когнитивные нарушения. Оценка преимпульсного инги-

бирования (ПИИ) (типичного для пациентов с шизофренией [138]) – один из мето-

дов оценки когнитивных фенотипов на животных моделях. На зебраданио ПИИ

нарушается пропсихотическими препаратами апоморфином и кетамином, также

как у людей и грызунов [139]. Для более подробного изучения когнитивного дефи-

цита на зебраданио можно использовать другие парадигмы: дискриминация между

двумя выборами, обратное обучение, условное избегание, неассоциативное обуче-

ние [48], тест Т-образного лабиринта [140] и габитуация (адаптация к среде, как
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простейшая форма обучения) [141]. У эмбрионов зебраданио, подвергнутых нок-

дауну disc1 и nrg1 (гены, связанные с шизофренией [139]), наблюдается явная потеря

нейронов в заднем мозге [142]. Супрессия другого гена, ассоциированного с шизо-

френией, регулятора передачи сигналов G-белка 4 (rgs4) [143], приводит к дефек-

там локомоции и нарушению роста аксонов в некоторых областях ЦНС, например,

в заднем мозге, вероятно, из-за нарушения синаптической передачи сигналов, что

дает возможность предполагать решающую роль регуляции G-белка при шизофре-

нии [144]. Интересно, что у зебраданио с нокдауном генов dlx1a/2a и dlx5a/6a обна-

руживается снижение количества ГАМКергических интернейронов в переднем моз-

ге и более низкая экспрессия gad [145], что характерно при шизофрении [146, 147] и

выявлялось как в клинических, так и в экспериментальных исследованиях на гры-

зунах [147].

НОВЫЕ СПОСОБЫ ПРИМЕНЕНИЯ

Скрининг и нейрофеномика

Доклинические исследования в области фармакологии являются одной из глав-

ных сфер, в которую зебраданио активно вовлечены. Это связано с простотой фар-

макологического воздействия на рыбу. Грызунам зачастую необходимо вводить

фармакологические препараты с помощью инъекций (внутрибрюшинно или внут-

ривенно), в то время как рыбы подвергаются действию веществ, растворенных в

воде, через жаберное дыхание. Таким образом, вместо более трудоемкой процедуры

инъекции зебраданио можно просто поместить в раствор какого-либо препарата,

чтобы обеспечить фармакологическое воздействие, что не только упрощает про-

цесс для исследователей, но и делает его менее инвазивным для животных. Помимо

простоты манипуляций, данный подход позволяет тестировать большое количе-

ство веществ одновременно (высокопроизводительный скрининг, high-throughput

screening). Мальки или взрослые рыбы в большом количестве могут быть посажены

в резервуары с разными фармакологическими препаратами, в то время как их по-

ведение будет записано с помощью видеокамер. Данный подход тяжело применить

к грызунам в первую очередь по причине их больших размеров, а также в силу бо-

лее сложных процедур по фармакологическому воздействию, что уже было описа-

но выше. Таким образом, продуктивность скрининга фармакологических препара-

тов с использованием зебраданио гораздо выше, чем при использовании других

модельных организмов.

Потенциал использования зебраданио

В целом, несмотря на очевидные ограничения, обсуждаемые далее, растущее

число работ подчеркивает значительный потенциал исследований зебраданио в ка-

честве модельного объекта для воспроизведения человеческих расстройств и для

поиска новых фармакологических препаратов [23]. Хотя исследование препаратов

на зебраданио сейчас активно внедряется в практику, в том числе и в Росии [148–

152], моделирование заболеваний человека и их патофизиологическое описание

требуют дальнейших усилий. Это, в свою очередь, требует дальнейшей поддержки

от научного сообщества, университетов, правительства и фондов. Хотя многие иссле-

дователи представляют, что данный организм является всего лишь “упрощенной

мышью”, основное преимущество которой состоит в ее экономичности, такое вос-

приятие является обманчивым. Исследования на зебраданио также интересны с

точки зрения изучения эволюционно-консервативных аспектов заболеваний ЦНС

у позвоночных. Такой акцент на ключевые (наиболее консервативные среди ви-

дов) для заболевания молекулярные и физиологические биомаркеры может быть
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особенно полезным для исследования высокогетерогенных заболеваний с неясным

патогенезом и комплексной симптоматикой, такими как депрессия, шизофрения, обес-

сивно-компульсивное расстройство, РАС и др.

Несмотря на широкое использование животных для моделирования болезней

человека, следует принимать во внимание тот факт, что ни один модельный орга-

низм не способен в точности воспроизвести особенности течения какого-либо че-

ловеческого заболевания [153–156]. При наличии множества схожих генетических

и физиологических черт, физиологические процессы животных и людей суще-

ственно различаются как в норме, так и при патологии [157]. Говоря о зебраданио,
следует отметить ряд физиологических и поведенческих особенностей, которые

обязательно следует принимать во внимание при проведении нейробиологических

исследований с использованием данного модельного организма. С точки зрения

физиологии, важнейшей особенностью зебраданио и ее ЦНС является неразвитая

кора, которая играет важнейшую роль в регуляции высших психических функций

млекопитающих. По этой причине исследование сложных поведенческих реакций,

присущих человеку, на зебраданио ограничено. Другим примером является разни-

ца в проницаемости гематоэнцефалического барьера (ГЭБ) [15]. Принимая во вни-

мание популярность зебраданио в фармакологических исследованиях, например,

можно допустить, что некоторые препараты, неспособные легко пересечь челове-

ческий ГЭБ, легче смогут проникнуть в ЦНС зебраданио [15].

Тем не менее, исследования на модельных организмах могут дать информацию

об отдельных единицах патологического процесса, например, на уровне экспрес-

сии конкретного гена, синтеза определенного белка в ткани или выработки гормона.

Это делает их ценными, в то время как исследования данных процессов у человека,

как правило, трудно реализуемы. Зебраданио, несмотря на большой филогенети-

ческий отрыв от человека, как и многие другие животные модели, способны стать

ценным инструментом в биомедицинских исследованиях, результаты которых мо-

гут быть транслированы в клиническую практику.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, зебраданио является перспективным модельным организмом

для исследований в области нейробиологии, в том числе трансляционных – на-

правленных на максимально быстрый перенос научных результатов в клиниче-

скую практику. Прежде всего, это касается такой сферы, как нейро- и психофар-

макология. Зебраданио на данный момент является самым удобным объектом для

тестирования потенциальных антидепрессантов, анксиолитиков, антипсихотиков

и других терапевтических препаратов в силу своей дешевизны и небольших разме-

ров, а также консервативности главных нейробиологических мишеней (гомоло-

гичные структуры мозга [17], нейротрансмиттеры и их рецепторы [158]) для

методов терапии, актуальных для человека. Использование зебраданио позволяет

проводить гораздо большее (чем на грызунах) количество исследований в единицу

времени – как на мальках, так и на взрослых рыбах, благодаря чему сбор доказа-

тельной базы об эффективности или токсичности какого-либо препарата требует

гораздо меньшего времени. Таким образом, пациенты имеют возможность полу-

чить необходимое им лечение быстрее, чем если бы испытания проводились на бо-

лее крупных животных или же непосредственно на человеке. По этим же причинам

крайне удобно использовать зебраданио для скрининга нейробиологических

фенотипов генетических мутаций. Конечно, следует принимать во внимание то,

что нельзя прямо транслировать терапевтические эффекты, полученные на зебра-

данио, на человека [157]. Тем не менее, клеточные и молекулярные механизмы па-

тологии ЦНС и ее терапии вполне могут быть выявлены в рамках животных моде-
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лей, в том числе зебраданио, и использованы для развития новых способов лече-

ния тех или иных заболеваний мозга с учетом особенностей физиологии человека.
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Abstract—Danio rerio (zebrafish) is a relatively new model subject that is widely used in

biomedicine, including studies of the central nervous system (CNS) and searching for

new therapeutical agents. The number of studies dedicated to the zebrafish neurobiology

is rapidly increasing, and this growth surpasses in relative numbers all other model or-

ganisms in the biomedical field. The popularity of this model is ensured by the relative

ease of use, thoroughly studied physiology, high genetic homology with humans, fast de-

velopment, and low cost of the studies. Here, we discuss the current role of zebrafish in the

field of translational neuroscience, and their potential use in combination with the recent

biological techniques. Despite the fact that the screening and description of the effects of

known psychoactive compounds on zebrafish becomes actively adopted for practical use

(in Russia as well), the studies of brain diseases on this model remain limited. We outline

the importance of the studies of CNS pathogenesis in the zebrafish due to its high poten-

tial as a study subject that is evolutionally conservative and relatively easy to use, which can

facilitate the identification of the main biomarkers of the heterogenous brain diseases.

Keywords: Danio rerio, zebrafish, translational biomedicine, neurobiology, disease modeling
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