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РЕЗЮМЕ

Редкие (орфанные) заболевания — биомедицинская проблема мирового уровня. На по
иск лекарств от этих заболеваний затрачиваются огромные усилия и средства. Зебрада- 
нио (zebrafish) могут обеспечить скрининг новых лекарственных препаратов, углубить 
понимание редких патологических состояний. В этом обзоре рассмотрены различные 
модели орфанных заболеваний нервной системы на зебраданио и связанные с ними про
блемы и перспективы в контексте развития персонализированной медицины.

Ключевые слова: болезни развития нервной системы; зебраданио, нейродегенератив
ные заболевания, орфанные (редкие) заболевания, персонализированная медицина.
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ABSTRACT

Rare (orphan) diseases are an urgent unmet biomedical problem. Tremendous efforts and 
resources are expended for the search for cures for these diseases. Zebrafish can provide 
a powerful screening tool for novel orphan drugs, and may also deepen our mechanistic 
understanding of such rare pathological conditions. Here, we discuss various models of orphan 
diseases of the nervous system on zebrafish, and outline associated problems, limitations and 
prospects in the context of the development of personalized medicine.
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Список сокращений: ВИЧ — вирус иммуноде
фицита человека, МО — морфолиновые олигону
клеотиды, НРРС — нарушение развития нервной 
системы, НЦЛ — нейрональный цероидный ли- 
пофусциноз, САГ — синдром Айкарди-Гутьереса, 
СДВГ — синдром дефицита внимания и гиперак
тивности, FMRP — Fragile X Mental Retardation 
Protein.

ВВЕДЕНИЕ

Орфанные болезни представляют собой крайне 
редкие заболевания человека [1]. В каждой стране 
существуют свои критерии редкости для орфанных 
заболеваний. Например, в Европейском союзе тако
выми считают заболевания, поражающие менее 1 
человека на 2000 [4], а в России — не более 1 слу
чая на 10 000 человек [5, 6]. Однако общая популя
ция людей с орфанными заболеваниями довольно 
высока и составляет 300 млн в мире [2]. Признание 
значимости орфанных заболеваний — важный шаг 
в развитии персонализированной медицины, обе
спечивающий сдвиг от массовых лекарств в сто
рону поиска дорогостоящего лечения для малых 
групп населения [3].

Орфанные заболевания включают в себя диа
гнозы из самых разных областей медицины, но при 
этом можно выделить некоторые общие закономер
ности их течения. Более 80 % орфанных заболева
ний имеют генетическую основу, часто — хрониче
скую природу, опасность для жизни, проявляются 
в первые пять лет жизни и связаны с воспалением 
и дегенерацией. Представления об орфанных лекар
ственных средствах создали условия для активиза
ции разработки лекарств для данной гетерогенной 
группы расстройств, несмотря на относительно 
меньшую экономическую выгоду их разработки 
для фармакологических компаний. Однако и цена 
за такое лечение крайне высока в связи с почти пол
ным отсутствием конкуренции на данном рынке 
и экстремально высокой стоимостью разработки.

На сегодняшний день около 3 % населения Рос
сийской Федерации страдают от психических за
болеваний [7]. Однако в списках орфанных забо
леваний психические расстройства представлены 
весьма мало. Так, в российском перечне таковыми 
считаются два заболевания: синдром Ретта и син
дром де ла Туретта. По другим классификациям, 
например, Genetic and Rare Disease Informatic Center 
(GARD) [8], синдром де ла Туретта не является ор- 
фанным заболеванием, в отличие от функциональ
ного неврологического расстройства, синдрома 
Гарднера-Даймонда, синдрома Метенса-Вебера 
и кататонии Крепелина [9]. Малая представлен

ность психических расстройств среди орфанных 
заболеваний во многом объясняется тем, что, как 
только причина тяжелых психических симптомов 
находит органическое объяснение (например, ког
да у пациентов с anti-NMDAR энцефалитом нашли 
аутоантитела к глутаматным NMDA-рецепторам), 
то заболевание переводится в категорию невроло
гических, даже если непосредственно неврологиче
ские симптомы практически отсутствуют [10].

Тем не менее, экспериментальное изучение ор
фанных заболеваний ЦНС крайне важно, так как оно 
позволяет глубже исследовать патологические про
цессы, происходящие в организме, и способствует 
разработке новых орфанных лекарственных препа
ратов. В настоящее время рыбы зебраданио (Danio 
rerio, zebrafish) активно используются как объект 
для моделирования психических расстройств и па
тологий ЦНС в биомедицинских исследованиях. 
Зебраданио как модельный организм имеет мно
жество преимуществ в трансляционной медицине. 
Их проще содержать и разводить (по сравнению 
с другими модельными животными, например, 
мышами и крысами), что обеспечивает доступную 
стоимость исследований. Зебраданио имеют корот
кий цикл размножения, быстрое развитие, внешнее 
оплодотворение и прозрачные эмбрионы, что по
зволяет с раннего возраста наблюдать за развитием 
патологии и влиять на ранние этапы нейрогенеза. 
Зебраданио воспроизводят много потомства, в ре
зультате чего в эксперименте можно собирать на
много больше данных, чем в опытах на грызунах.

Геном зебраданио полностью секвенирован, а по
следовательности ДНК ключевых генов зебраданио 
и человека имеют более 70 % [11] гомологичных 
участков, что позволяет довольно точно транслиро
вать результаты исследования на млекопитающих. 
Зебраданио живут около 4-5 лет, что дает возмож
ность ставить длительные эксперименты, наблюдая 
за изменением поведения при патологиях от раннего 
возраста к старости. У зебраданио и человека также 
имеются подобные нейротрансмиттерные системы 
и структуры мозга, поэтому патология развивается 
по подобному механизму [12].

Данные факторы дают возможность моделиро
вать и исследовать различные заболевания ЦНС 
и психики [13], а также изучать действие фармако
логических препаратов [14], в том числе как хорошо 
известных (целебрекса [15], алкоголя [16] и никоти
на [17]), так и новых препаратов, в рамках доклини
ческих исследований [18, 19]. Зебраданио обладают 
подобными поведенческими реакциями и способны 
к социальному поведению (образованию стай), поэ
тому их можно использовать для изучения влияния 
фармакологических препаратов при психических
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расстройствах и патологиях ЦНС. При исследова
нии поведения зебраданио используют простые ак- 
ватические тесты, как, например, тест нового аква
риума, где замеряют число и время определенных 
паттернов (нахождение в верхней/нижней части 
аквариума, «фризинг», снижение/повышение коли
чества перемещений) [20]. Более того, в одном ак
вариуме хроническому воздействию химического 
агента могут подвергаться сотни рыб, и зебраданио 
обычно требуется меньшая доза вещества, чем гры
зунам. Таким образом, при меньшем расходе иссле
дуемого препарата становится возможно получить 
большее число наблюдений, что ускорит поиск но
вых орфанных лекарств.

Для генетических манипуляций на зебрада- 
нио используют множество методов генетической 
инженерии, в том числе нокаут генов (например, 
транспортеров серотонина, дофамина, глюкокорти
коидного рецептора) с помощью использования тех
нологии CRISPR/SpCas9, CRISPR/LbCas12a, нукле- 
азы цинкового пальца, TALENS [21, 22]. Эти методы 
активно используются для изучения депрессии [23, 
24], шизофрении [25, 26, 27] и нейродегенератив
ных заболеваний (например, таупатии и семейного 
бокового амиотрофического склероза) [28].

Малая распространенность орфанных заболе
ваний не позволяет проводить крупные клиниче
ские исследования на пациентах, а, следовательно, 
препараты, выбранные для клинического этапа 
исследования, должны быть тщательно изучены 
на доклиническом этапе. Исследования на зебра- 
данио могут не только дать ценную информацию 
об отдельных звеньях патологического процесса 
орфанных заболеваний, но и обеспечить скрининг 
потенциальных орфанных лекарств. В данном об
зоре будут рассмотрены некоторые орфанные забо
левания нервной системы, их модели на зебраданио 
и перспективы дальнейших исследований в этой 
области.

НЕЙРОДЕГЕНЕРАТИВНЫЕ
ЗАБОЛЕВАНИЯ

Болезнь Гентингтона
Болезнь Гентингтона — это редкое (4-10 случа

ев на 100 000 человек), неизлечимое нейродегене
ративное заболевание, возникающее в результате 
мутаций гена HTT, кодирующего белок гентингтин 
[29]. Эти мутации приводят к увеличению количе
ства CAG повторов в гене и, как следствие, увели
чению длины полиглутаминового тракта в составе 
белка. Мутантный белок имеет тенденцию обра
зовывать токсичные агрегаты в головном мозге, 
что приводит к нарушению белкового гомеостаза,

митохондриальной дисфункции и смерти клеток. 
Наиболее подвержен атрофическим изменениям 
стриатум, в котором располагаются шиловидные 
ГАМК-эргические проекционные нейроны. Также 
предполагается, что часть из симптомов заболева
ния может быть обусловлена нарушением физио - 
логической функции белка гентингтина, которая, 
впрочем, не до конца ясна [30].

Гомолог человеческого гена HTT, присутству
ющий в геноме зебраданио (htt), кодирует белок 
на 70 % идентичный человеческому [31]. Интерес
но, что в составе полиглутаминового тракта ген- 
тингтина зебраданио имеется всего 4 глутамина 
(в сравнении с 6-35 у человека), что делает невоз
можной его спонтанную агрегацию. Первые попыт
ки моделирования симптомов болезни Гентингтона 
на зебраданио были связаны с «выключением» гена 
гентингтина за счет морфолиновых олигонуклеоти
дов (МО) — так называемый МО-нокдаун — с це
лью выяснить, как отсутствие функционального 
белка повлияет на организм животного. Такие рыбы 
демонстрируют целый ряд морфологических изме
нений, в том числе некроз клеток мозга и микроце
фалию [32]. Также наблюдается снижение содер
жания нейротрофического фактора мозга (BDNF) 
и нарушение использования организмом железа [33, 
32]. Так как похожие изменения наблюдаются у па
циентов с болезнью Гентингтона, эти данные сви
детельствуют в пользу каузальной роли дефицита 
нормального гентингтина в патогенезе. По всей ви
димости, гентингтин играет важную роль в раннем 
эмбриональном развитии нервной системы зебрада- 
нио, так как выключение его гена приводит к нару
шению формирования некоторых отделов головного 
мозга, в том числе конечного мозга [34]. Введение 
в эмбрионы зебраданио экзогенного BDNF частич
но облегчает наблюдаемые изменения, что указыва
ет на роль данного нейротрофина как важного моду
лятора эффектов дефицита гентингтина [34].

Еще больше возможностей для моделирования 
болезни Гентингтона на зебраданио открывает со
здание мутантных линий, экспрессирующих чело
веческий гентингтин с полиглутаминовым трактом 
различной длины. Так же как у людей, мутантный 
белок в клетках зебраданио имеет тенденцию к не
правильной укладке, олигомеризации и образова
нию нерастворимых агрегатов, что приводит к вы
раженным морфологическим нарушениям; при 
этом тяжесть наблюдаемых у мутантных зебрада- 
нио фенотипов прямо коррелирует с количеством 
глутаминовых остатков в поли^-тракте белка [34, 
35]. Важным открытием стало то, что клеточная 
смерть наблюдается, главным образом, в отсут
ствие нерастворимых накоплений гентингтина, что
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указывает на то, что реальной токсичностью могут 
обладать именно растворимые олигомеры [35]. Ис
пользование зебраданио в качестве модельного ор
ганизма позволяет наблюдать накопление агрегатов 
гентингтина in vivo с возможностью поиска новых 
терапевтических мишеней. Например, показано, 
что повышенная экспрессия белка chip (C-terminal 
Hsp70-mteracting protein) совместно с мутантным 
гентингтином значительно снижает агрегацию бел
ка и облегчает наблюдаемый у зебраданио патоло
гический фенотип [36]. Также удалось обнаружить 
несколько перспективных соединений (усилители 
аутофагии), способных ингибировать агрегацию хи
мерного белка гентингтин-GFP в телах зебраданио 
[37]. Интересно, что мутантный белок гентингтин 
с отсутствующими 17 аминокислотами на N-конце 
обладает специфической токсичностью именно для 
нервных клеток зебраданио [38], так как мутантные 
рыбы, экспрессирующие этот белок, демонстриру
ют явные признаки нейродегенеративных процес
сов, а также нарушения произвольных движений.

Понтоцеребеллярные гипоплазии
Понтоцеребеллярная гипоплазия — это группа 

крайне редких и плохо изученных нейродегенера
тивных заболеваний, приводящих к смерти в ран
нем детском возрасте [39]. Причинами их возникно
вения являются мутации в генах, продукты которых 
участвуют, главным образом, в процессинге РНК. 
К симптомам понтоцеребеллярной гипоплазии от
носят отставание в развитии, отсутствие развитых 
психомоторных навыков, а также атрофию таких 
важных структур мозга, как мост и мозжечок.

Ген TSEN54 кодирует белок, входящий в состав 
комплекса TSEN, ответственного за процессинг 
пре-тРНК. Подавление экспрессии гомологичного 
гена МО на раннем эмбриональном этапе разви
тия зебраданио приводит к нарушению развития, 
нейроанатомическим дефектам заднего и среднего 
мозга, а также к увеличению маркеров клеточной 
смерти в головном мозге [40]. Интересно, что вве
дение экзогенной мРНК, кодирующей нормальный 
человеческий белок TSEN54, частично восстанав
ливает патологический фенотип, что указывает на, 
по крайней мере, частичное функциональное сход
ство двух белков.

Подобные результаты были также получены 
в экспериментах с мутантными зебраданио по гену, 
гомологичному CLP1 (еще один компонент комплек
са TSEN) [41]. Такие рыбы демонстрируют целый 
ряд дефектов развития, включая искривленное тело, 
маленькую голову и глаза, а также маркеры нейро
дегенеративных процессов в заднем и среднем моз
ге. Кроме того, показаны дегенеративные процессы

в моторных нейронах спинного мозга. В целом, пе
речисленные изменения напоминают таковые, на
блюдаемые в других моделях понтоцеребеллярной 
гиперплазии, а также у пациентов в клинике. Пока
зательно, что инъекция нормальной мРНК челове
ческого CLP1 значительно улучшает наблюдаемый 
фенотип, в то время как введение мутантной фор
мы — нет. Интересно, что подавление экспрессии 
белка p53 у мутантных зебраданио приводит к ча
стичному улучшению фенотипа, что может указы
вать на роль p53 в формировании патологического 
фенотипа [41]. Помимо комплекса TSEN, понто- 
церебеллярная гипоплазия может также возникать 
в результате мутаций в генах компонентов экзосо- 
мальных комплексов. Как нокдауны [42, 43, 41], так 
и нокауты [44] зебраданио по генам компонентов 
экзосом exosc3, exosc8, и exosc9 обладают похожим 
фенотипом, выражающимся в дефектах развития 
и поражении структур, гомологичных мозжечку, 
а также спинного мозга. Отмечается и увеличение 
экспрессии белка p53 в данной модели, что еще раз 
указывает на его роль в развитии заболевания [44]. 
В целом, генетические модели понтоцеребеллярной 
гипоплазии на зебраданио оказались способны до
статочно аккуратно моделировать многие из сим
птомов заболевания, а также пролили свет на неко
торые из его молекулярных аспектов.

Нейрональный цероидный липофусциноз
К этой группе относят редкие, генетически раз

нородные неизлечимые болезни лизосомного на
копления, общим патогенным фактором которых 
является аккумуляция в тканях тела липопигмента 
липофусцина, состоящего из поперечно-связанных 
макромолекул [45]. Характерной особенностью 
этих орфанных болезней является тяжелая нейро
дегенерация и сопутствующие симптомы, в том 
числе умственная отсталость и деменция, а также 
смерть в раннем детском возрасте. На данный мо
мент идентифицировано более десятка генов, мута
ции в которых приводят к развитию нейронального 
цероидного липофусциноза (НЦЛ) [46]. Разработка 
генетических моделей на зебраданио, в дополнение 
к известным моделям на грызунах, способствует 
изучению этиологии нейродегенеративных про
цессов при конкретных мутациях, а также поиску 
потенциальных терапевтических мишеней. Напри
мер, существует несколько моделей болезни НЦЛ2 
(один из вариантов нейронального цероидного 
липофусциноза) на зебраданио, основанных на ча
стичном или полном подавлении активности гена 
трипептидил пептидазы 1. Интересно, что в то вре
мя, как у больных НЦЛ2 первые симптомы обычно 
проявляются по истечении первых двух лет жиз
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ни, зебраданио имеют четко выраженный фенотип 
(уменьшенный мозг и глаза, искривленное тело) 
уже через два дня после оплодотворения [47].

Патологические симптомы НЦЛ в модели зе
браданио в общих чертах напоминают таковые 
у больных людей: нарушение локомоции, судорого
подобное поведение, гибель клеток ЦНС, астроци- 
тоз, снижение миелинизации, увеличенный размер 
лизосом и судороги [47]. Это позволяет использо
вать данный поведенческий маркер для скринин
га лекарственных препаратов в моделях НЦЛ2 
и подобных заболеваний. Валидность данного 
подхода продемонстрирована в опытах, где пока
зана возможность модуляции судорогоподобного 
поведения зебраданио вальпроатом — известным 
противоэпилептическим препаратом [48] (вальпро- 
ат также значительно увеличивает продолжитель
ность жизни данных мутантных рыб).

Другим вариантом НЦЛ, успешно смоделиро
ванным на зебраданио, является болезнь Баттена 
(НЦЛ3). Данное заболевание обусловлено мутация
ми в гене CLN3, кодирующем лизосомальный белок 
баттенин. Подавление экспрессии гомологичного 
гена зебраданио (МО-нокдаун) приводит к развитию 
симптомов, сходных с клинической картиной болез
ни Баттена: нарушение моторной функции, судоро
ги, смерть нервных клеток, ретинопатия, аксонопа
тия и т. д. [49]. Модель на зебраданио также отражает 
отличительную черту болезни — накопление в лизо- 
сомах c-субъединицы АТФ-синтазы. Как и в случае 
с НЦЛ2, симптомы НЦЛ3 в модели зебраданио нача
ли проявляться уже в первые дни после оплодотво
рения. Таким образом, мутантные зебраданио пока
зывают исключительную способность моделировать 
ключевые симптомы НЦЛ, не уступая аналогичным 
моделям на грызунах. Более того, наличие выражен
ного патологического фенотипа вместе с возможно
стью использования больших выборок животных 
открывает перспективу для проведения на зебрада- 
нио масштабных доклинических испытаний потен
циальных лекарственных препаратов для терапии 
данных орфанных заболеваний мозга.

Болезнь Ниманна-Пика типа С
Болезнь Ниманна-Пика типа C — еще одна лизо- 

сомная патология, возникающая в результате мута
ций в генах NPC1 и NPC2, которые кодируют белки, 
участвующие в транспорте холестерина [50]. На
рушение их функции в результате мутаций приво
дит к накоплению холестерина и некоторых других 
липидов внутри лизосом, следствием чего является 
стремительно прогрессирующая нейродегенера
ция. Помимо ЦНС, страдают также и перифериче
ские органы, такие как печень и селезенка. Смерть,

как правило, наступает в детском возрасте. Как и в 
случае других болезней лизосомного накопления, 
конкретные механизмы смерти нейронов не изуче
ны [51]. В последнее время зебраданио становится 
популярным модельным организмом для изуче
ния болезни Ниманна-Пика типа C. Так, описано 
несколько моделей, основанных на МО-нокдауне/ 
CRISPR-Cas9-нокауте гомологов NPC1 и NPC2 ге
нов у зебраданио [52, 53, 54, 55, 56, 51, 57]. Помимо 
внутриклеточного накопления холестерина, увели
чения размеров печени и селезенки, данным моде
лям удалось повторить характерные для патологии 
неврологические проявления: нарушение координа
ции движений, смерть нервных клеток, изменение 
формы головы и размеров мозга [53, 58, 57]. Инте
ресным наблюдением является селективная смерть 
клеток Пуркинье мозжечка — феномен, описанный 
также в модели на грызунах и у больных людей [57, 
58]. Хотя почти все npc-/- нокауты умерли в течение 
первого месяца, продолжительность жизни неко
торых особей достигала полугода. Этот факт пред
ставляет определенный интерес ввиду наличия кли
нических данных о единичных случаях пациентов, 
доживших до 30-40 лет с диагностированной болез
нью Ниманна-Пика типа C [53].

ЭПИЛЕПСИЯ

Эпилепсия является тяжелым, широко распро
страненным неврологическим расстройством, ха
рактеризующимся рецидивирующей аномальной 
синхронной активностью в головном мозге, не
произвольными движениями или судорогами [59]. 
Эпилепсия является расстройством спектра с раз
нообразной этиологией, включающей как гене
тические, так и приобретенные факторы. Модели 
фармацевтической эпилепсии на животных хорошо 
проверены, но судороги в них вызываются хими
чески или электрически в неповрежденном мозге 
и не имитируют аспекты многих редких синдромов 
эпилепсии человека, имеющих генетическое проис
хождение [60].

Генетические модели эпилепсии на зебраданио 
могут быть особенно полезны для исследования 
патогенеза орфанных видов эпилепсии и поиска 
новых эффективных препаратов (см. ниже). Фар
макологические модели эпилепсии на зебраданио 
представлены анализом ряда поведенческих и фи
зиологических ответов у рыб, вызванных введени
ем конвульсантов. Подобные модели отражают об
щие для большинства типов эпилепсии механизмы 
и служат для скрининга и идентификации соедине
ний, имеющих потенциальную противосудорож
ную активность.
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Пентилентетразол (коразол) — конвульсант, 
вмешивающийся в ГАМК-эргическую нейротранс
миссию и вызывающий дисбаланс между процес
сами возбуждения и торможения [61]. Он активно 
использовался в моделях на грызунах и приводил 
к возникновению характерных приступов [62], 
которые у зебраданио представлены резкими из
менениями локомоторной активности (от рывков 
до оцепенения) [63], коррелирующими с изменени
ями электрической активности мозга, фиксирую
щимися на ЭЭГ [63]. Модель показывает хорошую 
чувствительность к введению антиконвульсантов, 
таких как вальпроевая кислота и диазепам [64, 65]. 
Существуют также другие модели, которые ис
пользуют метаболизм ГАМК в качестве механизма 
индуцирования эпилептических эффектов, напри
мер, модель с введением аллилглицина [66] и этил- 
кетопентеноата [67], однако, они менее популярны 
в использовании.

Каиновая кислота — популярный конвульсант 
в моделях на грызунах, который является агонистом 
глутаматергических рецепторов, вызывая эксайто- 
токсичность и гибель нейронов [68]. Она вызывает 
как острые судороги, так и повторяющиеся припад
ки при внутримозговых инъекциях [60], однако, зе- 
браданио обнаруживают высокую зависимость эф
фектов от времени воздействия [69]: наличие только 
определенных временных окон, в которые можно на
блюдать судороги, делает данную модель неудобной 
для высокопроизводительного скрининга. Другие 
конвульсанты с различными механизмами действия, 
такие как кофеин [70], стрихнин [71], гинкготоксин 
[72], пикротоксин [70] и пилокарпин [73], показыва
ют судорожные эффекты при введении, однако, в це
лом, являются недостаточно изученными и требуют 
дальнейших исследований поведенческих и ней
рохимических эффектов, а также реакций на анти
конвульсанты различного действия. Хотя модели 
фармакогенной эпилепсии на животных хорошо про
верены, судороги в них вызываются химически или 
электрически в неповрежденном мозге и не имити
руют аспекты многих редких синдромов эпилепсии 
человека, имеющих генетическое происхождение 
[60], поэтому генетические модели орфанных видов 
эпилепсии на зебраданио могут быть особенно по
лезны для исследования патогенеза и поиска новых 
эффективных препаратов.

Синдром Драве — редкая эпилептическая эн
цефалопатия младенческого возраста, в более чем 
80 % случаев обусловленная мутациями в гене 
SCN1A, кодирующем а-субъединицу потенциал-за- 
висимого натриевого канала NaV1.1. У зебраданио 
данный ген кодируется двумя гомологичными ге
нами scnllaa и scnllab, последний из которых имеет

77 % идентичность с человеческим геном SCN1A 
[74]. Гомозиготные мутантные личинки Didys552, 
жизнеспособные до 12 дней после оплодотворения 
(дпо), демонстрируют аномальное плавание и ги
перактивность, сопровождающиеся спонтанным 
судорожным поведением, начиная с 4 дпо, а также 
темную пигментацию. Записи ЭЭГ показывают 
спонтанные эпилептиформные события в мозге 
рыб уже на 3 дпо [75].

EAST-синдром включает в себя эпилепсию, 
атаксию и связан с мутациями в гене KCNJ10, ко
торый кодирует инвертирующий калиевый канал 
Kir4.1 [76]. Нокдаун kcnj10a уже на 30 час после 
оплодотворения (чпо) приводит к дефектам движе
ния в виде спонтанных сокращений тела. В возрасте 
5 дпо у личинок наблюдается атаксия, аберрантные 
движения челюсти, глаз и плавников и пароксиз
мальная локомоторная активность [77]. На ЭЭГ 
морфанты kcnj10a на 5 дпо также демонстрировали 
пароксизмальные события [78].

Доброкачественные семейные неонатальные 
судороги — заболевание, проявляющееся в тече
ние первых дней жизни в виде тонико-клонических 
припадков и связанное с мутациями в генах KCNQ2 
и KCNQ3, кодирующих субъединицы потенциал-за- 
висимого калиевого канала Kv7. Функциональный 
нокдаун kcnq3 в личинках 3-5 дпо воспроизводит 
эпилептический фенотип с эпилептиформными 
разрядами примерно у 70 % морфантов [79].

Младенческая эпилептическая энцефалопа
тия связана с мутациями в гене синтаксин-связы- 
вающего белка STXBP1 [80]. Последовательности 
stxbpla и stxbplb зебраданио имеют 87,2 % и 78,5 % 
идентичности с последовательностью STXBP1 че
ловека, соответственно [81]. Особи двух мутант
ных линий stxbpla-/- и stxbplb-/- на 5 дпо имеют 
гиперпигментацию головы и туловища, у мутан
тов stxbpla-/- наблюдаются морфологические де
фекты развития. Выявлены тяжелые и спонтанные 
эпилептические припадки у мутантных личинок 
stxbplb-/-. Мутанты stxbpla-/- также демонстриру
ют преждевременную смерть, что соответствует 
фенотипу мутантных мышей Stxbpl-/- [82].

Неспецифическая эпилептическая энцефало
патия раннего начала представляет собой редкий 
синдром детской эпилепсии, связанный с мутаци
ями в гене CACNA1A, который кодирует а1 субъе
диницу P/Q кальциевых каналов [83]. У зебраданио 
cacnala дуплицирован и имеет 72,01 % (cacnalaa) 
и 71,28 % (cacnalab) гомологии с человеческим 
CACNAlA. Более чем 90-процентный нокдаун пара
лога cacnalaa вызывает эпилептический фенотип 
как на поведенческом уровне, так и на уровне элек
трофизиологической активности.
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В патогенез миоклонической астатической 
эпилепсии вовлечен ген, напрямую не связанный 
с ионной проводимостью или синаптической пе
редачей, — хромодоменный хеликазный ДНК-свя- 
зывающий белок (CHD2). Белок chd2 зебраданио 
имеет около 70 % идентичности с белком CHD2 че
ловека. Начиная с 2 дпо у морфантов с нокдауном 
chd2 наблюдались отек перикарда, микроцефалия, 
искривление тела, отсутствие плавательного пузы
ря и замедленный рост. На 4 дпо также наблюда
лись поведенческие аномалии, свидетельствующие 
об эпилептических припадках, такие как всплески 
активности, подергивание грудных плавников и че
люстей, а также дрожь всего тела [84].

Аутосомно-доминантная парциальная эпилепсия 
со слуховыми особенностями — редкий эпилепти
ческий синдром, за возникновение которого отве
чают мутации гена LGI1 [85]. У зебраданио гены 
lgi1a и lgi1b имеют ту же структуру, что и ген LGI1 
млекопитающих [86]. Нокдаун lgi1a вызывает ано
малии развития, такие как уменьшение размеров 
мозга и глаз с повышенным апоптозом, отек серд
ца и аномалии хвоста [87]. Личинки демонстриру
ют эпилептоподобное поведение (гиперактивность, 
характеризующаяся плаванием по спирали и мио- 
клоническими подергиваниями). Снижение уровня 
lgi1b приводит к тяжелым и длительным аномалиям 
развития — гидроцефалии, порокам развития глаз 
и мозга, отеку сердца и искривлению тела, но без 
явного эпилептического фенотипа [88].

Семейная фокальная эпилепсия с перемен
ными очагами — заболевание, обусловленное му
тацией в DEPDC5 [89]. У зебраданио существует 
только один ортолог DEPDC5, имеющий 75 % ами
нокислотной идентичности с геном человека. Было 
обнаружено, что потеря функции depdc5 приводит 
к двигательной гиперактивности эмбрионов уже 
в 17 чпо (всплески хвостом, повторяющаяся дрожь) 
[90]. На 48 дпо у морфантов depdc5 наблюдалась 
аберрантная модель локомоции.

С патогенезом пиридоксин-зависимой эпи
лепсии связаны два гена — ALDH7A1 и PLPBP. 
Для мутантных aldh7a1 -нокаутных линий зебрада- 
нио характерно искривление оси тела, гиперактив
ное поведение с плаванием кругами и конвульсии, 
смерть происходит в возрасте 14 дпо. На ЭЭГ из
менения в поведении сопровождаются высокоам
плитудными иктальными и низкоамплитудными 
межиктальными разрядами [91]. Мутанты зебра
данио plpbp-/- демонстрируют спонтанные судоро
ги с 10 дпо и погибают к 16 дпо [92]. Хроническое 
лечение пиридоксином значительно увеличило 
продолжительность их жизни, снизило гиперлоко
моцию и уменьшило количество эпилептиформных

событий. Кроме того, анализ метаболитов в мозге 
мутантов plpbp-/- 10 дпо выявил нарушение уровня 
ГАМК, катехоламинов и аминокислот, что свиде
тельствует о дисфункции PLP-зависимых фермен
тативных путей.

В целом, генетические модели редких типов 
эпилепсий у зебраданио достаточно достоверно 
воспроизводят основные фенотипы, характерные 
для данных заболеваний, что делает эти модели ва
лидным инструментом для изучения как патогенеза 
заболеваний, так и для поиска новых эффективных 
противоэпилептических препаратов.

ЭНЦЕФАЛИТЫ

Аутоиммунные энцефалиты
^метил^-аспартатные рецепторы (NMDAR) 

являются инотропными рецепторами глутамата, 
и их активация играет ключевую роль в синаптиче
ской пластичности. Анти-NMDAR энцефалит диа
гностируется у пациентов всех возрастов, но чаще 
у молодых женщин и детей. Заболевание обычно на
чинается с острого нарушения поведения, психоза, 
кататонии, что впоследствии приводит к развитию 
судорог, нарушению памяти, дискинезии, наруше
нию речи, вегетативным и дыхательным расстрой
ствам [93]. После связывания антител происходит 
снижение плотности NMDAR в постсинаптической 
мембране нейрона вследствие интернализации 
и деградации рецепторов, сшитых с антителами. 
Снижение NMDAR может теоретически привести 
к избыточному высвобождению глутамата в преф
ронтальных и подкорковых структурах, что поспо
собствует развитию ряда клинических симптомов. 
Существует очень высокое сходство (~ 90 %) меж
ду субъединицей NMDAR человека и зебраданио, 
поражаемой антителами, что делает зебраданио 
подходящей моделью для оценки эффектов ан- 
ти-NMDAR антител.

Так, при введении цереброспинальной жидкости 
больных анти-NMDAR энцефалитом у рыб наблю
дается снижение судорожного порога и дефицит 
памяти. Модель зебраданио последовательно по
вторяет симптомы, наблюдаемые у пациентов с ан- 
ти-NMDAR энцефалитом, и может стать надежной, 
быстрой и экономически эффективной платформой 
для исследования новых терапевтических стратегий 
против энцефалита анти-NMDAR. Еще одним ин
тересным примером аутоиммунных энцефалитов 
является энцефалит, вызванный VGKC-комплек- 
сом/LGП-антителами. Это очень редкое заболева
ние, связанное с аутоантителами против синапти
ческих структур нейронов, где антитела нацелены 
на клеточную поверхность или синаптические бел
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ки [94]. Симптомы аутоиммунного синаптического 
энцефалита включают судороги, нарушения па
мяти, аномальное поведение, снижение сознания, 
бессонницу, фациобранхиальные дистонические 
судороги и амнезию [94]. LGI1 и CASPR2 — бел
ки, ассоциированные с комплексом потенциал-за- 
висимых калиевых каналов (VGKC). Белки LGI1 
(богатый лейцином инактивируемый глиомой про
теин 1) и CASPR2 (связанный с контактином про
теин 2) — компоненты комплекса потенциал-зави- 
симых калиевых каналов (VGKC). Большая часть 
анти-VGKC антител, которые выявляют методом 
иммунопреципитации, нацелены не собственно 
на калиевые каналы, а на ко-преципитирующие 
с ними белки LGI1 и CASPR2 [95]. LGI1 — нейро
нальный секретируемый белок, участвующий в ор
ганизации транссинаптических белковых комплек
сов. Аутоиммунный энцефалит, ассоциированный 
с антителами к LGI1, представлен лимбическим эн
цефалитом с парциальными эпилептическими при
ступами, психопатологическим синдромом и гипо- 
натриемией. У зебраданио, лишенных экспрессии 
LGI1, наблюдалось развитие судорогоподобного 
поведения, подтверждая роль данного белка в пато
генезе [95].

Вирусные энцефалиты
Зебраданио быстро набирает популярность в ка

честве модели различных инфекционных заболева
ний [96]. Кинетику инфекции, такую как экспрес
сия вирусных генов, и вирусную нагрузку можно 
измерить у зебраданио и других животных моделей 
вирусных инфекций и сравнить с вирусными ин
фекциями человека. Количество вирусного белка 
может быть определено с помощью Вестерн-блот- 
тинга, а локализация — с помощью иммуноги
стохимии. Существует множество антител для 
выявления вирусных белков человека методами им
муногистохимии. Однако именно уникальная воз
можность визуализировать кинетику инфекции in 
vivo с помощью флуоресцентных вирусов человека 
отличает зебраданио от других животных моделей 
инфекционных заболеваний [96]. Такая уникаль
ность зебраданио делает ее хорошей моделью для 
исследований вирусных энцефалитов. Наиболее 
редкими являются вирусные энцефалиты коры го
ловного мозга, но при этом они являются потенци
ально опасными. Их могут вызывать вирус герпеса, 
вирус иммунодефицита человека (ВИЧ, вызывает 
двустороннее диффузное изменение белого веще
ства), неполиомиелитные энтеровирусы (являются 
причиной менингита и у 3 % — энцефалита) и ар- 
бовирусы (переносятся членистоногими и являются 
основной причиной энцефалита во всем мире).

Наибольшую популярность получило моде
лирование на зебраданио инфекций, вызванных 
вирусом герпеса [96]. Современная модель данно
го возбудителя предполагает, что проникновение 
и распространение вируса представляет собой ди
намический многоступенчатый процесс, который 
начинается с первоначального связывания вируса 
с клеткой. В эмбрионы зебраданио на стадии 1-4 
клеток добавляют морфолиновые олигонуклео
тиды для подавления экспрессии гена 3-OST, этот 
ген кодирует фермент 3-OST сульфотрансфера- 
зу, который необходим для модификации вируса 
и дальнейшего его слияния с клеткой. При нокда
уне гена 3-OST вирус герпеса не заражал эмбрио
ны зебраданио. Найдено семь генов, два из которых 
являются высокогомологичными с человеческими, 
что позволяет использовать зебраданио как высо
коэффективную модель для изучения работы фер
мента и его возможной роли в терапии и развития 
герпеса. Это также важно в изучении энцефалита, 
вызванного вирусом герпеса, так как оба гена, го
мологичные человеческим (3-OST-3X и 3-OST-3Z), 
обнаружены в структурах, отвечающих за разви
тие ЦНС. Герпетический энцефалит проявляется 
как общемозговой, так и очаговой неврологической 
симптоматикой. Его типичными симптомами явля
ются лихорадка, головная боль, нарушения поведе
ния, дисфазия, атаксия [97].

НАРУШЕНИЯ РАЗВИТИЯ НЕРВНОЙ 
СИСТЕМЫ

Термином «нарушение развития нервной си
стемы» (НРРС) называют широкую и клинически 
гетерогенную группу заболеваний [98], которая 
характеризуется отклонениями в поведении, созна
нии, памяти, общении и/или двигательных функ
циях [99]. К ним относятся такие распространенные 
заболевания, как синдром дефицита внимания и ги
перактивности (СДВГ) и расстройства аутистиче
ского спектра. В основе НРНС лежат мультигенные 
нарушения [100], однако, не менее важен вклад эпи
генетических факторов [101]. На клеточном уровне 
причиной НРНС могут являться дефекты в разви
тии и функционировании интернейронов, ответ
ственных за образование тормозных путей в мозге 
[102]. Орфанными НРНС являются синдром хруп
кой Х-хромосомы, синдром Ретта, синдром Турет- 
та, синдром Айкарди, синдром Айкарди-Гутьереса 
и ряд других заболеваний.

В связи с редкостью данных заболеваний и, 
следовательно, недостатком клинических данных, 
их моделирование на животных становится особо 
актуальным. Долгое время моделирование НРНС
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проводили на мышах, однако в последние годы на
блюдается экспоненциальное повышение интереса 
к моделированию НРНС на зебраданио [99]. Наибо
лее часто для моделирования НРНС на зебраданио 
используются МО [99], вследствие их низкой стои
мости, простоты в использовании и недостатка ме
тодов быстрой модификации генов. Поэтому важно 
также моделировать НРНС путем генных модифи
каций (например, с помощью технологии CRISPR/ 
Cas9) или проводить сравнение фенотипических 
проявлений у моделей разных типов [103]. На сегод
ня уже существуют модели некоторых орфанных 
НРНС на зебраданио.

Синдром хрупкой Х-хромосомы — Х-сцеплен- 
ное заболевание, которое является довольно частой 
причиной наследственной задержки умственного 
развития [104]. Встречается у 1 на 7000 мужчин и 11 
000 женщин [105]. Основной причиной развития 
синдрома является недостаток или отсутствие бел
ка FMRP (Fragile X Mental Retardation Protein) [106]. 
В большинстве случаев заболевание связано с рас
пространением тринуклеотидных повторов CGC 
в промоторной области FMR1, расположенной в ло
кусе Xq27.3, что приводит к метилированию и, как 
следствие, подавлению транскрипции и дефициту 
FMRP. Белок FMRP зебраданио на 74 % идентичен 
человеческому [107]. Это позволяет моделировать 
синдром ломкой Х-хромосомы путем нокдауна гена 
FMR1X, кодирующего данный белок, при помощи 
МО [108]. На данной модели было показано нали
чие анксиолитического эффекта в виде более ак
тивного исследовательского поведения, нарушения 
обучения избеганию и развития депрессивного по
ведения в сравнении с зебраданио дикого типа [108, 
109]. Также на зебраданио была разработана модель 
с нокаутом в том же гене по технологии CRISPR/ 
Cas9. Были выявлены значимые дефекты в поведе
нии, памяти и развитии костей черепа аналогичные 
тем, что наблюдаются у людей с синдромом хруп
кой Х-хромосомы. В целом, фенотипические про
явления у представленных моделей соответствуют 
клиническим наблюдениям, что позволяет подроб
нее изучить механизмы возникновения НРНС и их 
течение.

Синдром Айкарди-Гутьереса (САГ) — наслед
ственная интерферонопатия, проявляющаяся ран
ней энцефалопатией, которая зачастую приводит 
к инвалидности. Обычно имеет подострое начало, 
характеризующееся нервозностью, асептической 
лихорадкой, замедлением роста головы и высоким 
уровнем интерферона-а в цереброспинальной жид
кости [110]. Механизм развития данного синдро
ма связан с мутациями в генах TREX1, RNASEH2A, 
RNASEH2B, RNASEH2C, SAMHD1, ADAR и IFIH1

[111]. Для моделирования САГ на зебраданио ис
пользуется нокдаун гена SAMHD1 (sterile alpha motif 
and HD-domain containing protein), который является 
фактором рестрикции ВИЧ-1 и участвует в репара
ции ДНК [112, 113]. При снижении его активности 
или концентрации в цитоплазме происходит нако
пление ДНК, полученных путем обратной транс
крипции эндогенных элементов ретровирусов, что 
приводит к увеличению продукции интерферонов. 
При моделировании САГ на зебраданио получены 
кровоизлияния в мозг и активация врожденного им
мунного ответа (в частности, увеличение синтеза ин
терферона), что характерно для клинического тече
ния данной орфанной болезни мозга у людей [112].

Синдром Ретта — заболевание, характеризу
ющееся главным образом задержкой умственного 
и моторного развития, а также потерей приобретен
ных вербальных навыков. Встречается с частотой 
1:10 000 [114], преимущественно поражая женщин 
[115]. Для моделирования синдрома Ретта исполь
зуют зебраданио с мутацией гена MECP2 (methyl- 
CpG binding protein), нарушающей его синтез [114]. 
Функции данного белка до конца не ясны, однако, 
известно, что он может выступать в качестве ре
прессора или активатора транскрипции путем ме
тилирования [116] и модулировать альтернативный 
сплайсинг РНК [117]. У мутантных зебраданио раз
виваются сенсорные и тигмотаксические реакции, 
а также двигательное поведение, характерные для 
течения заболевания у человека. Кроме того, об
наружено снижение экспрессии белка ACTC1A, 
представленного в кардиомиоцитах (что может 
объяснить бивентрикулярную дисфункцию, иногда 
наблюдающуюся у пациентов с синдромом Ретта) 
[118]. Большая часть моделей направлена на отклю
чение или снижение экспрессии одного конкретно
го гена, тогда как механизм развития НРНС не огра
ничивается этим. Несмотря на это, фенотипические 
проявления у представленных моделей в целом 
соответствуют клиническим наблюдениям, что по
зволяет подробнее изучить механизмы возникнове
ния НРНС и их течение.

ДИСКУССИЯ

Почти 85 % генов, ассоциированных с заболева
ниями у человека, имеют свои гомологи в геноме зеб- 
раданио, что позволяет говорить о фундаментальном 
сходстве биохимических, физиологических и мо
лекулярных процессов в норме и патологии [119]. 
Наблюдаемые патологические фенотипы генно-мо
дифицированных зебраданио также имеют сход
ство с клинической картиной заболеваний человека 
и моделями грызунов. Некоторые аспекты патологии
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у зебраданио представляют собой сжатый по време
ни аналог происходящих в организме человека про
цессов. Однако по-прежнему неизвестно, насколько 
точно изменения, возникшие в первые дни развития 
мальков зебраданио, отражают процессы хрониче
ских заболеваний в организме человека.

Зебраданио также обладают рядом эволюцион
ных отличий от человека, как, например, отсут
ствие постоянной температуры тела (холоднокров
ность). Кроме того, оптимальный температурный 
диапазон содержания зебраданио — 26-28 °С, и по
этому белки гуманизированных зебраданио могут 
некорректно работать в нестандартных условиях 
(при более низких температурах). Частично эта 
проблема решается увеличением температуры сре
ды, в которой развиваются эмбрионы зебраданио, 
до 33 °С, что, однако, все еще остается ниже опти
мальной для белков человека температуры. В то же 
время практика подтверждает высокую валидность 
трансгенных моделей зебраданио, что говорит об 
отсутствии выраженных нарушений функций бел
ков человека in vivo при данных температурах, как, 
например, в модели болезни Гентингтона.

Существует также перспектива использова
ния зебраданио в качестве так называемых авата
ров — для оценки потенциальной эффективности 
препаратов у конкретного пациента. В онкологии 
подобные организмы называются ксенографами, 
и изначально в этом качестве использовали мышей, 
но в международной практике уже существуют 
успешные случаи использования зебраданио в под
боре терапии при лечении лимфатической анома
лии (лимфангиоматоза) [121] и некоторых других 
форм онкологии [122]. Использование в качестве 
аватаров зебраданио, по сравнению с мышами, дает 
преимущество в скорости развития патологиче
ских процессов. Выбор в пользу зебраданио также 
соответствует концепции 3R (replacement, reduction, 
refinement) гуманного экспериментирования, сни
жая этическую нагрузку на исследование в связи 
с относительной простотой устройства нервной си
стемы зебраданио.

Для подбора терапии пациентам, страдающим 
от орфанных заболеваний нервной системы, впол
не можно использовать подобный подход, особенно 
потому, что каждый пациент с редким заболевани
ем — уникален и предсказать течение его заболева
ния, подобрать подходящую терапию затруднитель
но, ввиду отсутствия обширных статистических 
данных. Персонализированный подбор препаратов 
на трансгенных персонализированных моделях 
в доклинических исследованиях поможет добиться 
существенного улучшения качества и продолжи
тельности жизни таких пациентов [123, 124].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Зебраданио — перспективный организм для 
моделирования редких (орфанных) болезней ЦНС: 
нейродегенеративных заболеваний, редких форм 
эпилепсии, аутоиммунных и вирусных энцефали
тов. Модели орфанных заболеваний на зебраданио 
вызывают фенотип, напоминающий течение забо
левания у пациентов, а также демонстрируют выра
женный терапевтический ответ на препараты, уже 
применяющиеся в клинической практике. Исполь
зование мутантных зебраданио позволит гораздо 
быстрее и с меньшими затратами находить новые 
препараты для лечения орфанных заболеваний 
и поможет приблизиться к лучшему пониманию 
патофизиологии редких заболеваний.

Зебраданио — перспективный организм для 
моделирования редких энцефалитов. Субъедини
цы глутаматных рецепторов зебраданио настолько 
гомологичны человеческим, что моделирование 
патологии возможно путем введения цереброспи
нальной жидкости больного человека. Некоторые 
вирусы, способные вызывать энцефалит у челове
ка, могут заражать мальков зебраданио, что позво
ляет моделировать эту патологию на данном ор
ганизме. В то же время большая часть орфанных 
заболеваний имеет генетическую основу, поэтому 
для моделирования патологических процессов 
на зебраданио основной методикой является на
рушение нормальной функции конкретных генов. 
В некоторых ситуациях, например, при болезни 
Гентингтона, где белок человека имеет характер
ную полиглутаматную последовательность, отсут
ствующую у зебраданио, появляются трансгенные 
модели. Наконец, почти все существующие модели 
зебраданио концентрируются на изменении одно
го гена, хотя среди редких заболеваний есть и та
кие, которые вызываются сочетаниями генов, что 
также важно учитывать при трансляции текущих 
и будущих экспериментов на рыбах в клинические 
условия.
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