o

) TOKSYKOLOGIA

Zalety modelu danio pregowanego (Danio rerio)
w rozwigzywaniu wspolczesnych problemow
neurotoksycznosci, teratotoksycznosci

i genotoksycznosci ksenobiotykow

Magdalena Czuma', Agnieszka Koziol', Maciej Tadeusz Gawlik?

!Student; Katedra i Zaklad Toksykologii, Oddziat Analityki Medycznej, Wydzial Farmaceutyczny, Uniwersytet Jagielloriski

Collegium Medicum w Krakowie, Polska

?Katedra i Zaklad Toksykologii, Wydzial Farmaceutyczny, Uniwersytet Jagielloriski Collegium Medicum w Krakowie, Polska

Farmacja Polska, ISSN 0014-8261 (print); ISSN 2544-8552 (on-line)

Adres do korespondencji

Maciej Tadeusz Gawlik,

Katedra i Zaklad Toksykologii,

Wydzial Farmaceutyczny, Uniwersytet Jagielloriski
Collegium Medicum w Krakowie, ul. Medyczna 9,
30-688 Krakéw, Polska;

e-mail: maciej.gawlik@uj.edu.pl

Zrédla finansowania
Nie wskazano zrédel finansowania.

Konflikt intereséw
Nie istnieje konflikt intereséw.

Otrzymano: 2023.09.15
Zaakceptowano: 2023.12.01
Opublikowano on-line: 2023.12.07

DOI
10.32383/farmpol/176196

ORCID

Magdalena Czuma - @ 0009-0007-6244-3199
Agnieszka Koziol - @ 0009-0004-0648-9537
Maciej Tadeusz Gawlik - @ 0000-0002-0808-4603

Copyright
© Polskie Towarzystwo Farmaceutyczne
To jest artykut o otwartym dostepie,

na licencji CC BY NC

https://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/

i@~ Tom79-nr8-2023

Advantages of the zebrafish (Danio rerio) model in solving
contemporary problems of neurotoxicity, teratotoxicity and genotoxicity
of xenobiotics

The zebrafish (Danio rerio), a small fish belonging to the Cyprinidae
family, is one of the most popular animals used in laboratory

studies, including toxicology. It has many beneficial features,

such as a transparent body structure, easy and economical breeding,
a large number of offspring, and a short life cycle. In addition,

the genome of the zebrafish shows a high homology to the human
genome, which makes this fish an attractive research model.

The article points to the contemporary challenges of toxicology

in terms of neurotoxicity, teratotoxicity and genotoxicity, which

can be analysed based on the results of studies carried out on the
zebrafish model. The dynamic implementation of new factors,

such as nanoparticles, e-cigarettes, new generations of cosmetics
or a wide range of chemical enhancers into human living and working
environments, can have serious consequences for the health of the
general population and the ecosystem as a whole. The work presents
the latest research results regarding, among others, the neurotoxic
effects of ethanol, the teratotoxic and neurotoxic effects of
e-cigarettes, and the teratotoxic, neurotoxic and genotoxic effects
of selected nanoparticles and microplastics assessed in experiments
using the zebrafish model. The characteristics of the micronucleus
test and the comet test are also presented as the most frequently
chosen methods for assessing the genotoxic effect of xenobiotics

in studies on the Danio rerio model.The results of the studies underline
the need for further analysis and monitoring of the effects of these
substances, in particular their harmful effects on living organisms,
and potential remedial measures to protect the environment. As we
have tried to demonstrate in this article, one of the very convenient
possibilities in this respect is the use of the striped zebrafish model.
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A particularly valuable premise in assessing the genotoxic effects
of xenobiotics in this case is the above-mentioned high homology of
the Danio rerio and human genomes.

Keywords: zebrafish, toxicity, ethyl alcohol, environmental toxins,
exposure risk assessment, carcinogenic activity.

Wstep

Pomimo coraz szerszego zastosowania w tok-
sykologii modeli komputerowych, analiza dzia-
tania biologicznego ksenobiotykéw na modelach
zwierzecych weciaz pozostaje kluczowym ele-
mentem ostatecznego wnioskowania. Prébujac
ograniczyd niepotrzebne cierpienie zwierzat oraz
koszty badan, a jednocze$nie zapewnic jak naj-
lepsze warunki dla przeprowadzanych ekspery-
mentoéw, badacze optymalizuja réwniez wybér
modelowego gatunku, najlepiej odpowiadajacego
zamierzeniom podjetych dociekari. Nieprzypad-
kowo jednym z czesciej wybieranych gatunkdéw
jest danio pregowany [1], na co w niniejszej pracy
probuje sie zwrécié¢ uwage w kontekscie wspol-
czesnych probleméw diagnozowania oraz prze-
ciwdzialania neurotoksycznym, teratotoksycznym
igenotoksycznym efektom oddzialywania czynni-
kéw srodowiskowych.

Na podstawie przegladu aktualnego pismien-
nictwa, w pracy przedstawiono mozliwosci wyko-
rzystania danio pregowanego, m.in. w ocenie
wplywu e-papieroséw, nanoczastek oraz niekté-
rych nowych tworzyw sztucznych. Dotychczasowe

Rycina 1. Danio pregowany - dorosly osobnik (fot. Magdalena Czuma).

Figure 1. Adult zebrafish (fot. Magdalena Czuma).
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badania wykazaly, ze zwigzki obecne w e-papie-
rosach, takie jak aldehyd cynamonowy, etylowa-
nilina, wanilina i 1,2-propanodiol, moga prowa-
dzi¢ do opdéznient w rozwoju i wywolywac efekty
genotoksyczne uryb. Wsréd substancji potencjal-
nie toksycznych coraz wieksze znaczenie zaczy-
naja odgrywac nanoczastki, ktére ze wzgledu na
swoje wlasciwosci sa wykorzystywane w wielu
dziedzinach przemystu oraz w badaniach nauko-
wych, co powoduje latwiejsze uwalnianie tych
substancji do srodowiska. Kolejnym czynnikiem,
ktérego nie sposéb pominaé, sa szeroko pojete
tworzywa sztuczne, stanowigce niezwykle zréz-
nicowang grupe pod wzgledem wiasciwosci, spo-
sobu degradacji oraz dzialania na organizmy zywe.
W artykule opisano i poréwnano dwie metody
oceny genotoksycznos$ci, ktére zdaniem autoréw
sa najciekawsze.

Analize Zrédlowa piSmiennictwa prowadzono
z wykorzystaniem elektronicznych baz Pubmed,
Mendeley i Google Scholar, z dostepem w od paz-
dziernika 2022 r. do sierpnia 2023 r. Uzyto sléw
kluczowych: ,,zebrafish” lub ,,Danio rerio”, ,etha-
nol” lub ,,ethyl alcohol” ,,e-cigarettes” lub ,,elec-
tronic cigarettes”, ,nanoparticles” lub ,,nano-
materials”, ,microplastics”, ,neurotoxicity”,
,teratotoxicity” oraz ,,genotoxicity’.

Danio pregowany
jako zwierze laboratoryjne

Danio pregowany (Danio rerio, ang. zebrafish),
niewielkich rozmiaréw przedstawiciel rodziny
karpiowatych (Cyprinidae), to jeden z najpopular-
niejszych modeli zwierzecych wykorzystywanych
w badaniach laboratoryjnych, réwniez w zakresie
toksykologii. W naturze jest spotykany w malych
rzekach oraz wodzie stojacej na terenie Indii, Ban-
gladeszu, Nepalu, Birmy oraz Pakistanu. Dlugosé¢
ciata doroslego osobnika osigga 4,5-5 cm. Wyraz-
nie zaznaczony dymorfizm plciowy skutecznie
ulatwia hodowle oraz prace badawcza [1]. Wzdluz
tulowia rybki biegna niebieskie lub fioletowe pasy,
od ktérych pochodzi jej anglojezyczna nazwa [2]
(Rycina 1).

Na popularnosé¢ w wykorzystaniu laborato-
ryjnym danio pregowanego wplyw mialy m.in.
tatwo$¢ w utrzymaniu hodowli, tatwosé¢ wpro-
wadzania zmian genetycznych oraz przezroczy-
sta budowa ciata we wczesnych stadiach roz-
wojowych (w specjalnie wyhodowanych liniach
cecha ta zostala utrwalona réwniez u dorostych
osobnikéw), pozwalajaca $ledzi¢ wizualnie feno-
typ oraz ewentualne zmiany i uszkodzenia [1].
Kolejna zaletq jest niewielki rozmiar ryb, co umoz-
liwia przechowywanie wielu osobnikéw na malej
przestrzeni. Kluczowa cecha okazuje si¢ réwniez
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fakt, ze danio pregowany ma krétki cykl zyciowy
(dojrzalos¢ plciowa w trzecim miesiacu zycia),
aw ciaggu jednego tarla sktadanych jest do 300 jaje-
czek [2]. Pozwala to przeprowadzaé eksperymenty
w licznych, wielopokoleniowych koloniach. Co
wazne, procesy zachodzace w organizmie rybki
oraz ich stopienl zlozonosci sa podobne do tych
zachodzacych w organizmie czlowieka [1]. Genom
naszego gatunku oraz danio pregowanego wyka-
zujg dos¢ znaczne podobienistwo (wedlug réznych
7r6det 70% [1] -80% [2] genéw danio pregowanego
ma odpowiednik u ludzi).

Ryby do badan naukowych sa pozyskiwane
przede wszystkim z certyfikowanych hodowli
[1]. Nalezy jednak pamietaé, ze jako$¢ modelu
oraz powodzenie badan zalezy w duzej mierze od
warunkow, w jakich ryby zyja juz w laboratorium.

Do celéw naukowych zaczeto wykorzystywad
danio pregowanego juz w latach 70. XX w., a popu-
larnos¢ modelu znacznie wzrosla w latach 90.,
kiedy opisano stadia rozwojowe rybki oraz wypro-
wadzono pierwsze linie zmodyfikowane genetycz-
nie [3]. W 2001 r. rozpoczeto sekwencjonowanie
genomu danio pregowanego. Warto réwniez wska-
za¢ na prawdopodobnie najbardziej spektakularny
punkt w historii wykorzystania tego gatunku -
danio pregowany zostal wystany w kosmos po raz
pierwszy w 1976 r. [4].

Pomimo wielu wymienionych zalet, model ryby
posiada réwniez pewne ograniczenia. Wéréd nich
najistotniejszym wydaje sie fakt, ze danio prego-
wany to organizm wodny, zatem badania nad nim
moga nie by¢ odpowiednie dla zrozumienia pro-
ces6w specyficznych dla organizmdéw ladowych.
Innym problemem jest do$¢ znaczna podatnosé
rybek na wszelkiego rodzaju schorzenia, réwniez
spontaniczne procesy nowotworowe, a zatem m.in.
te, ktérych przyczyny pod wplywem narazenia na
ksenobiotyki prébuje si¢ badaé [1]. Potwierdza to
zasadniczg teze, ze przy wyborze modelu do bada-
nia konkretnego problemu naukowego musi sie
uwzglednié¢ specyfike danego zagadnienia i moz-
liwosci, jakie daje dany organizm.

Badania toksycznosci etanolu
i e-papierosow

Biorac pod uwage, ze danio pregowany jako
model zwierzecy jest wykorzystywany juz od
wielu dekad, nie sposéb nie wspomnie¢ o jego
wkladzie w badania nad ksenobiotykami o nie-
podlegajacych dyskusji wlasciwosciach toksycz-
nych. Takim zwigzkiem jest alkohol etylowy. Cho¢
wydawad by sie moglo, ze kolejne badania nad
szkodliwoscia etanolu nie poszerza juz wiedzy
toksykologicznej, nic bardziej mylnego - wcigz
pozostaje wiele aspektéw, ktérych dokladniejsze
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poznanie jest istotne dla przeciwdzialania, dia-
gnostyki oraz ograniczenia skutkéw dzialania tej
substancji.

Przykladem moze by¢ dokladniejsze pozna-
nie mechanizméw neurotoksycznosci, ktére sa
jedna ze skladowych alkoholowego zespotu plodo-
wego wystepujacego u dzieci, ktérych matki spo-
zywaly alkohol w czasie cigzy. Badanie tego zja-
wiska wymaga modelu pozwalajacego na dogodna
obserwacje rozwoju embrionéw, w zwigzku z tym
wydaje sie, ze danio pregowany jest ukladem bio-
logicznym ze wszech miar adekwatnym. Mie-
dzy innymi, dzieki temu badacze zaobserwowali,
w jaki sposéb ulegaja zmianie rozwijajace sie neu-
rony (gléwnie motoryczne) w embrionach rybki
inkubowanych przez okreslony czas w roztworze
o odpowiednim stezeniu etanolu. Potwierdzono
réwniez powstawanie nieprawidlowosci w budo-
wie serca oraz inne towarzyszace zmiany, skutku-
jace wytworzeniem zmian rozwojowych i znacz-
nym oslabieniem funkeji [2].

Innymi niebezpiecznymi substancjami uzy-
wanymi w czasie cigzy sa: nikotyna zawarta
w dymie tytoniowym, a takze aerozole znajdujace
sie w coraz bardziej popularnych e-papierosach.

W ostatnich latach e-papierosy staly sie jednym
z najbardziej dyskutowanych tematéw w dziedzi-
nie zdrowia publicznego. Ich popularnosé¢ wzro-
sta, zwlaszcza wsréd mlodych oséb, ktére szukaja
coraz to nowszych metod stymulacji, zastepu-
jacych tradycyjne palenie tytoniu. E-papierosy
zostaly pierwotnie wprowadzone na rynek jako
potencjalnie mniej szkodliwa alternatywa dla tra-
dycyjnych papieroséw. Jednak wraz z ich inten-
sywnym propagowaniem, pojawily si¢ obawy
dotyczace ich bezpieczeristwa i toksyczno$ci.

Wstepny optymizm dotyczacy e-papieroséw
wynikal z przekonania, Ze zawieraja one mniej
szkodliwych ksenobiotykéw niz tradycyjne papie-
rosy. E-papierosy dzialaja poprzez podgrzewanie
cieczy zawierajacej nikotyne oraz inne substancje
chemiczne. W ten sposéb powstaje para, ktora jest
wdychana przez uzytkownikéw papieroséw elek-
tronicznych. Niestety, coraz wiecej badan suge-
ruje, Ze e-papierosy stanowia zagrozenie dla zdro-
wia.

W miare wzrastajacej popularno$ci e-papiero-
sow, naukowcy coraz bardziej koncentruja sie na
ocenie dzialania genotoksycznych i rakotwérczych
zwigzkéw zwigzanych z papierosami elektronicz-
nymi. Mimo powszechnej opinii o braku substan-
cji smolistych we wdychanym areozolu, niektére
badania wykazuja obecno$¢ w nim zwigzkéw
takich jak: nitrozoaminy specyficzne dla tyto-
niu (TSNA), wielopierscieniowe weglowodory aro-
matyczne (WWA), karbonyle, lotne zwiazki orga-
niczne (LZO), a takze glikol etylenowy, metale
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ciezkie oraz nikotyna [5]. Réznorodno$é¢ dostep-
nych na rynku rodzajéw liquidéw sklonita badaczy
do oceny dziewieciu z nich pod wzgledem ich tok-
sycznego dzialania [6]. W tym celu zarodki danio
pregowanego eksponowano na dzialanie liquidéw
o réznych smakach, ktére w skladzie zawieraly
mieszanine poszczegdlnych zwigzkéw, takich jak:
glikol propylenowy, alkohol benzylowy, aldehyd
cynamonowy, octan etylu, maslan etylu, etylo-
wanilina oraz wanilina w zréznicowanych pro-
porcjach. W badaniu oceniano rozwdj morfolo-
giczny ryby oraz jej zachowanie fotomotoryczne.
Nieprawidlowosci rozwojowe w postaci wygietej
osi ciala, wad szczeki, nieprawidlowe wyksztal-
cenie oka, obrzek woreczka zélciowego i osier-
dzia oraz wady tulowia zaobserwowano w zwigzku
z narazeniem na aldehyd cynamonowy, etylowa-
niline i waniline.

Aby podkresli¢ szczegdlng toksycznosé alde-
hydu cynamonowego, przeprowadzono badania,
w ktérych embriony danio pregowanego nara-
zono na ten zwiazek [7]. W tym celu wykorzy-
stano liquidy o smaku cynamonowym oraz ana-
lizowano ich wplyw na rozwdj kosci, chrzastki
i naczyn w zarodkach danio pregowanego oraz
sukces wylegu. Zauwazono, ze wraz ze wzrostem
stezenia liquidu zmniejsza sie sukces wylegowy
danio.

Innym zwigzkiem powszechnie wystepujacym
w e-papierosach jest 1,2-propanodiol. Stwier-
dzono, ze danio pregowany we wczesnym stadium
rozwojowym, wystawione na dzialanie 5% roz-
tworu 1,2-propanodiolu uleglo powaznym defor-
macjom, przy czym ekspozycja na roztwor o steze-
niu 1,25% tego zwigzku powodowata nadaktywne
plywanie ryb [8]. Autorzy publikacji kontynu-
owali swoje badania rok pdzniej, poszerzajac je
o analize dlugoterminowych skutkéw neurobe-
hawioralnych [9]. Sugerowano, ze 1,2-propa-
nodiol wykazuje dzialanie podobne do alkoholu
etylowego (ang. alcohol-like), w zwiazku z tym
moze wywieraé¢ analogiczny wplyw na os§rodkowy

uklad nerwowy (OUN). Ciekawym aspektem
badan okazalo sie¢ wprowadzenie dwéch nowa-
torskich testéw, ktérych celem byla ocena zacho-
wania dorostych osobnikéw danio narazonych
na ksenobiotyk w okresie zarodkowym. W trak-
cie pierwszego eksperymentu, ktéry okreslano
jako test nurkowania w zbiorniku, prowadzono
obserwacje dotyczace przecietnej odleglosci ryb
od dna w czasie sze$ciu minut ich plywania oraz
catkowitego dystansu, jaki pokonaly. Zauwazono,
ze ryby narazone w przeszlosci na wyzsze steze-
nie 1,2-propanodiolu plywaly blizej dna akwenu
w poréwnaniu z grupg kontrolna, co sugeruje gor-
szg adaptacje do nowego srodowiska oraz wyste-
powanie objawéw lekowych. W tescie unikania
drapieznikéw, bodZcem imitujacym zagrozenie
byla prezentacja w programie Power Point obra-
zujaca niebieska, wolno rosnaca kropke albo czer-
wona, szybko rosnaca kropke, ktére pojawily sie
wielokrotnie na jednym z ekranéw. Sekwencja
skladala sie z naprzemiennych minutowych sty-
mulacji bodZcem oraz jego brakiem. Uzyskane
pomiary obejmowaly przebyta odleglos¢ od boku
zbiornika, na ktérym wyswietlana byla prezen-
tacja. Ze wzgledu na to, ze odleglos¢ od imituja-
cego zagrozenie ekranu byla mniejsza u ryb bada-
nych niz u ryb kontrolnych, stwierdzono znacznie
zmniejszone postrzeganie niebezpieczeristwa oraz
zaburzenie instynktowego mechanizmu ucieczki.
Zatem dorosle osobniki, ktére byly narazone na
ksenobiotyk w okresie zarodkowym reagowaly
w nieadekwatny sposéb na zagrozenia, wyka-
zywaly wieksze stany lekowe, co zaobserwo-
wano w nowym tescie nurkowania w zbiorniku
i tescie unikania drapieznikéw. Obserwowane
efekty narazenia na etanol oraz substancje zawarte
w e-papierosach przedstawiono w tabeli 1.

Badania toksycznosci nanoczgstek

Wsréd substancji potencjalnie toksycznych
coraz wieksze znaczenie zaczynaja odgrywadé

Tabela 1. Wybrane efekty toksyczne dzialania etanolu i e-papieroséw obserwowane w badaniach na modelu danio pregowanego

(szczegolowy opis w tekscie).

Table 1. Selected toxic effects of ethanol and e-cigarettes observed in studies on the zebrafish model (detailed description in the

text).

Alkohol etylowy

Nieprawidtowo$ci rozwojowe:

zmiana rozwoju neurondéw (géwnie motorycznych) w embrionach, nieprawidtowosci w budowie serca.

[l

E-papierosy (aldehyd cynamonowy,

Nieprawidtowosci rozwojowe: wygieta o$ ciata, wady szczeki, wady oka, obrzek woreczka zétciowego i osierdzia,

etylowanilina, wanilina) wady tuowia; [6.7]
y ' zmniejszony sukces legowy.
Nieprawidtowosci rozwojowe: deformacje ciata;
E-papierosy (1,2-propanodiol) doroste osobniki: nadaktywnos¢; (8, 9]

wptyw na osrodkowy uktad nerwowy;

zmiany behawioralne: ostabiona adaptacja w $rodowisku, nieadekwatne reakcje na zagrozenia.
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nanoczastki i nanomaterialy. Sg to z defini-
cji struktury materii wykazujace choéby jeden
wymiar liniowy o wartosci nieprzekraczajacej
100 nm, charakteryzujace si¢ wysokim stosun-
kiem powierzchni do objetosci. Klasyfikacja nano-
materialéw wprost opiera sie na liczbie wymiaréw
liniowych tych struktur powyzej rozmiaru nano-,
co przeklada sie na wystepowanie m.in. nanocza-
stek (nanomaterialy zerowymiarowe, np. nano-
czastki srebra), nanorurek, nanodrutéw i nano-
pretéw (nanomaterialy jednowymiarowe, np.
nanorurki weglowe) czy nanowarstw (nanoma-
terialy dwuwymiarowe, np. grafen). Ze wzgledu
na swoje wlasciwos$ci, nanoczastki i nanomate-
rialy moga by¢ wykorzystywane w wielu dziedzi-
nach, miedzy innymi w farmacji (np. jako nosniki
lek6w), w przemysle tekstylnym czy jako elementy
filtréw oczyszczajacych wode [10]. Tak szerokie
zastosowanie moze wigzad sie z latwiejszym uwal-
nianiem tych substancji do srodowiska [11], przy
czym skutki ich oddzialywania nie sg jeszcze do
korica poznane.

Hodowla danio pregowanego w odpowiednio
przygotowanej wodzie w stosunkowo latwy spo-
s6b pozwala sprawdzi¢ wplyw tych zwiazkow
na narazone ryby slodkowodne (a takze szerzej
- kregowce) [11]. Oprécz oceny dawki toksycz-
nej, w badaniach ekspozycji danio na nanoczastki
zlota (AuNPs) zauwazono zmniejszong skutecz-
nos¢ pobierania pokarmu oraz spadek rozrod-
czo$ci. Wykazano zalezny od stezenia AuNPs
wzrost aktywnosci dysmutazy ponadtlenkowej
oraz katalazy, a takze zwiekszong peroksydacje
lipidéw po 48-godzinnej ekspozycji. Ocena stresu
oksydacyjnego jest istotna, poniewaz niedosta-
teczne mechanizmy eliminacji wolnych rodni-
kéw moga uszkadzaé blony komdérkowe, co pro-
wadzi do niestabilno$ci komérek nerwowych
i potencjalnie ich obumierania poprzez apop-
toze lub nekroze. Po regeneracji danio w wodzie
bez dodatku nanoczastek zlota, spadala aktyw-
nos$¢ wszystkich enzymoéw z wyjatkiem kata-
lazy, powrdcilo réwniez prawidlowe spozycie
pokarmu [11].

W innych badaniach obserwowano wplyw
wielko$ci nanoczastek na rozwdj embrionu
rybki, ale takze sposéb ich przedostawa-
nia sie do jego komérek. W tym celu inkubo-
wano embriony z nanoczastkami srebra o réz-
nej wielkos$ci, a nastepnie obrazowano zmiany
za pomocg transmisyjnego mikroskopu elektro-
nowego (TEM) [12].

Nanoczastki stanowia wyzwanie dla wspét-
czesnej toksykologii ze wzgledu na stosunkowo
niewiele przeprowadzonych badan oceniajacych
ich odlegle skutki dzialania. Temat ten zostal
podjety przez naukowcéw, aby okresli¢ zmiany

Tom 79 - nr8-2023

histopatologiczne oraz ingerencje w struk-
ture DNA po ostrej (96 godzin) i przewleklej
(30 dni) ekspozycji danio na nanoczgstki tytanu
(TiO,-NPs) [13]. Zaréwno po ostrej, jak i prze-
wleklej ekspozycji zauwazono zwiekszenie gru-
bosci kosmkow jelitowych oraz wakuolizacje
hepatocytéw. Genotoksyczne skutki narazenia
w postaci zwiekszenia liczby mikrojader w tescie
mikrojadrowym, ktérego zasade dziatania opi-
sano w czesci ,,Preferencje modelu danio prego-
wanego w ocenie ryzyka narazenia na ksenobio-
tyki o dzialaniu genotoksycznym w srodowisku”,
zaobserwowano jedynie po dlugotrwalym nara-
zeniu. Powyzsze wyniki sugeruja, ze nawet krét-
kotrwate narazenie na nanoczastki tytanu moze
powodowac zmiany histopatologiczne narzadéw,
zwlaszcza w obrebie jelita, ktore jest barierg dla
nanoczastek, oraz watroby, czyli w miejscu aku-
mulacji talu. Natomiast genotoksycznosé, w kto-
rej prawdopodobnie posredniczg reaktywne
formy tlenu (RFT), ujawnia sie po dluzszej eks-
pozycji.

TiO,-NPs zostaly réwniez przetestowane pod
katem ich neurotoksycznego i teratotoksycznego
dzialania [14]. W tym celu zarodki danio eks-
ponowano na wzrastajace stezenia nanoczastek.
W wyniku przeprowadzonej analizy toksykoge-
nomicznej przy uzyciu metody PCR w czasie rze-
czywistym, zaobserwowano zmniejszong eks-
presje genéw zwiazanych z neurogeneza (NRD
i ELAVL3), natomiast ekspresja genéw zwigza-
nych z rozwojem aksonéw (GAP43 i MBP) zwiek-
szyla sie. Sugerowano, Ze moze by¢ to rezultatem
mechanizmu kompensacyjnego, ktéry ma miejsce
w odpowiedzi na ograniczony wzrost aksonéw po
ekspozycji na TiO,-NPs. Inne badania wykazaly
zdolnos$¢ TiO,-NPs do przenikania przez bariere
krew-mdzg, co wiazalo sie z ujawnieniem obja-
woéw choroby Parkinsona, w wyniku hamowa-
nia rozwoju neuronéw dopaminergicznych [15].
W zwigzku z tym, badania potwierdzily, Ze nara-
zenie danio na TiO,-NPs we wczesnym etapie
zycia prowadzi do niekorzystnych skutkéw neu-
rologicznych oraz do zaburzenia rozwoju akso-
néw neuronéw ruchowych. W tabeli 2 wymie-
niono skutki ekspozycji na opisane powyzej
nanoczastki.

Badania toksycznosci
tworzyw sztucznych

Inne niewielkie czastki o prawdopodobnie
szkodliwym dziataniu to szeroko pojety mikro-
plastik. Do tej grupy substancji zaliczane s frag-
menty, wiékna czy granulki o wielko$ci pomie-
dzy 0,1pm a 5 mm, ktére moga by¢ uwalniane
z ogromnej liczby produktéw praktycznie na
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Tabela 2. Wybrane efekty toksyczne dzialania nanoczastek obserwowane w badaniach na modelu danio

pregowanego (szczeg6lowy opis w tekscie).

Table 2. Selected toxic effects of nanoparticles observed in studies on the zebrafish model (detailed description

in the text).

Zmniejszona skuteczno$¢ pobierania pokarmu; spadek rozrodczosci;

Nanoczastki ztota (AuNPs) wzrost dysmutazy ponadtlenkowej, katalazy oraz peroksydacji lipidow. (1]
Zmiany histopatologiczne narzadéw (szczegélnie jelita oraz watroby);
Nanoczastki tytanu (Ti0,-NPs) efekt genotoksyczny przy dtuzszej ekspozycji; [13-15]

dziatanie teratogenne;

zmiany neurotoksyczne: zmiany rozwojowe w obrebie neuronéw.

kazdym etapie uzytkowania. Czastki te stano-
wia niezwykle zréznicowana grupe pod wzgle-
dem wlasciwosci, sposobu degradacji oraz dziala-
nia na organizmy zywe [16].

Jednym z zagrozen wynikajacych z obec-
no$ci mikroplastiku w srodowisku jest uwal-
nianie bisfenoli. Warto zaznaczy¢, Ze nieko-
rzystne oddzialywanie tych substancji mozna
zaobserwowac nie tylko w zakresie funkcjono-
wania ukladu hormonalnego, ale takze w przy-
padku OUN. Czynnikiem warunkujacym tok-
syczno$¢ bisfenoli jest ich charakter lipofilowy
oraz zdolno$¢ przenika przez bariere krew-mozg.
Bisfenol wykazuje réwniez zdolno$¢ do induk-
cji stresu oksydacyjnego, co moze prowadzi¢ do
agregacji hiperfosforylowanego bialka tau, ktére
jest gléwnym biomarkerem choroby Alzheimera,
jak réwniez innych skutkéw dzialania wolnych
rodnikéw. W jednym z badan przeprowadzo-
nych na danio pregowanym sprawdzano wplyw
bisfenolu na skototaksje oraz zdolnos¢ do reak-
cji na warunki srodowiska [17]. W tym celu
wykonano test preferencji §wiatla lub ciemno-
$ci (ang. Light-dark preference test, LDPT). Jako
ze danio w naturalnym $rodowisku przejawiaja
wyrazne sklonnosci do przebywania w zacienio-
nych miejscach, przejscie do oswietlonej strefy
$wiadezy o wystepowaniu stanéw lekowych,
co zaobserwowano przy ekspozycji na bisfe-
nol. Efekt ten zostal odwrécony dzieki zaapli-
kowaniu sylibininy i naringeniny o dzialaniu
neuroprotekcyjnym.

Model danio wykorzystywano réwniez do
oceny neurotoksycznego dziatania mikropla-
stiku polistyrenowego [18]. W tym celu anali-
zowano wplyw zanieczyszczen na zywotnosé

neuroblastéw, biorac pod uwage, ze obwodowe
neurony czuciowe maja bezposredni kontakt
z skazonga wodg, oraz badano aktywnosc acetylo-
cholinesterazy, ktéra jest markerem funkecji cho-
linergicznej. W przypadku neuroblastéw odno-
towano wzrost liczby tych komérek w obrebie
glowy danio, natomiast w dystalnej cze$ci tuto-
wia zywotno$¢ komoérek zmniejszyla sie. Przed-
stawione wyniki sugeruja pewne odrebnosci
co do dzialania mikroplastiku na poszczegdlne
czesci ciala. Wykazano réwniez, ze aktywnosé
acetylocholinesterazy zwieksza si¢ po ekspo-
zycji na mikroplastik, jednak warto zaznaczy¢
pewne rozbieznos$ci literaturowe w tej kwestii.
W innych badaniach odnotowano spadek aktyw-
nosci enzymu [19], jak réwniez brak znaczacego
wplywu na enzym [20]. R6Znice w przeprowa-
dzonych eksperymentach moga wynikad z zasto-
sowania odmiennych gatunkéw organizmow
wodnych i wieku badanych osobnikéw, typéw
mikroplastikéw, a takze zmiennych takich jak
czas i sposéb ekspozycji.

Ze wzgledu na trudnosci zwigzane z elimina-
cja tworzyw sztucznych dazy sie do wykorzysty-
wania zamiennikéw ulegajacych biodegradacii,
takich jak kwas poliglikolowy (PGA) oraz kwas
polimlekowy (PLA). Sg one uznawane za obie-
cujaca alternatywe dla tradycyjnych tworzyw
sztucznych, chod nie jest to réwnoznaczne z ich
neutralnym wplywem na zdrowie. Z tego wzgledu
przeprowadzono badania dotyczace wplywu PGA
i PLA na zachowanie oraz rozwdj danio prego-
wanego [21]. Wykazano, ze ekspozycja na PGA
oraz PLA zaburza ruchliwos$¢ ryb i moze wywoly-
wad stany lekowe. Ponadto, dochodzi do zakldce-
nia cyklu dobowego danio poprzez zmniejszenie

Tabela 3. Wybrane efekty toksyczne dzialania tworzyw sztucznych obserwowane w badaniach na modelu

danio pregowanego (szczegélowy opis w tekscie).

Table 3. Selected toxic effects of plastics observed in studies on the zebrafish model (detailed description in

the text).

Bisfenole Zmiany behawioralne: zaburzenia lekowe; uposledzenie skototakgji [17]

Mikroplastik polistyrenowy Zmiany w obrebie zywotnosci neuroblastéw; mozliwe zaburzenia wytwarzania acetylocholinoesterazy  [18, 19]
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ekspresji neurotroficznego czynnika pochodzenia
mozgowego (ang. brain-derived neurotrophic
factor, BDNF). Jest to bialko wydzielane przez
neurony nalezace do rodziny czynnikéw wzro-
stu nerwow. Badania potwierdzily, ze nieprawi-
dlowe zachowanie motoryczne oraz problemy ze
snem i czuwaniem u danio pregowanego moga
by¢ zwigzane z niedoborem bialka BDNF. Wyka-
zano réwniez zmniejszong aktywnos$¢ acetylo-
cholinoesterazy, co wzmacnialo dzialanie neuro-
toksyczne u ryb narazonych na dzialanie kwasu
polimlekowego [22].

Tego typu badania mogg by¢ dobrym wskaz-
nikiem uszkodzenia ukladu nerwowego, a takze
moga znalez¢ miejsce w monitorowaniu zanie-
czyszczenia mikroplastikami ekosysteméw wod-
nych. W tabeli 3 zestawiono zaburzenia zwigzane
z narazeniem na tworzywa sztuczne.

Preferencje modelu danio pregowanego
w ocenie ryzyka narazenia

na ksenobiotyki o dzialaniu
genotoksycznym w srodowisku

Perspektywy rozwoju przemystu zaawanso-
wanych technologii, urbanizacji miast oraz eks-
pansji dzialalnosci antropogenicznej prowadza
do coraz wiekszego zanieczyszczenia Srodowiska.
Wigze sie to z koniecznos$cig kontroli skazenia, nie
tylko na poziomie ilo§ciowego oznaczenia stezenia
substancji toksycznych, lecz takze ich wplywu na
organizm w kontekscie szkodliwego oddziatywa-
nia, ze szczegélnym uwzglednieniem materiatu
genetycznego. Substancje takie jak WWA, pesty-
cydy, pyly zawieszone w powietrzu czy tez obecne
w $ciekach bioaktywne zwiazki, miedzy innymi
leki, moga by¢ przyczyna uszkodzenia DNA. Ze
wzgledu na srodowisko, w jakim bytuje danio pre-
gowany oraz jego ekspozycje na zanieczyszczenia,
model ryby zyskuje preferencje w srodowiskowej
analizie oceny narazenia na substancje o dzialaniu
genotoksycznym.

Badania genotoksycznosci coraz cze$ciej prze-
prowadzane sg zgodnie z zalozeniami metod alter-
natywnych, czyli takich, ktére spelniaja wszyst-
kie lub ktérakolwiek z zasad 3R zaproponowanych
przez Russella i Burcha w 1959 [23]:

- Replacement - wykorzystanie modeli badaw-
czych nieodczuwajacych cierpied zamiast
zwierzat w eksperymencie;

- Reduction - ograniczenie liczby zwierzat
potrzebnych do przeprowadzenia badan;

- Refinement - ulepszanie metod tak, aby zmi-
nimalizowad cierpienie zwierzat podczas eks-
perymentow.

Do badan alternatywnych realizowanych
z uwzglednieniem powyzszych zasad, wedlug
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wytycznych Organizacji Wspdlpracy Gospodar-

czej 1 Rozwoju (OECD) [24, 25], zaliczane sa mie-

dzy innymi:

- test mikrojadrowy in vitro - pod wplywem
ekspozycji na czynnik genotoksyczny wrze-
ciona kariotyczne w trakcie podzialu komorki
ulegaja uszkodzeniu, co prowadzi do wyod-
rebnienia jednego lub kilku mniejszych jader
zawierajacych gléwnie acentryczne fragmenty
chromosomdéw, a czasem nawet cale chromo-
somy; powstate mikrojadra mozna wybarwiac
odczynnikiem Giemzy, poniewaz zbudowane sa
z tego samego materiatu co jadro, czyli z chro-
matyny jadrowej, lub barwnikami fluorescen-
cyjnymi, oraz ocenia¢ pod mikroskopem [24];

- test kometowy in vitro - komorki zostaja
umieszczone w zelu agarozowym w obec-
nos$ci badanego czynnika genotoksycznego;
w wyniku lizy, zdegradowany pod wplywem
ksenobiotyku material genetyczny uwalniany
jest z komorki, a nastepnie poddany elek-
troforezie; migrujace DNA tworzy ,,ogon”,
ktéry zostaje zwizualizowany dzieki barwie-
niu barwnikami fluorescencyjnymi; miara
poziomu uszkodzert DNA jest dlugos¢ ogona
iilos¢ zawartego w nim DNA [25].

Wedlug najnowszych danych, test kometowy
jest gtéwna technika wéréd wymienionych metod
alternatywnych, wykorzystywana w badaniach
genotoksycznosci na modelu danio pregowanego
w kontekscie zanieczyszczenia srodowiska [26].
W celu identyfikacji zmian genetycznych powsta-
tych u danio pod wplywem réznych lekéw, w tym
karbamazepiny, znanego srodka przeciwpadacz-
kowego, i diklofenaku, niesteroidowego $rodka
przeciwzapalnego, wykrytych w wodach rzeki
Volturno w Kampanii, zastosowano alkaliczng
wersje testu kometowego, aby oceni¢ obecnos$é
peknie¢ DNA pojedynczej nici [27]. W tym celu
pobrano krew danio pregowanego spod skrzeli
(pierwszego organu narazonego na zanieczyszcze-
nia podeczas oddychania) za pomoca heparynizo-
wanej strzykawki. Badania wykazaly, ze jadrza-
ste erytrocyty wyizolowane z krwi, eksponowane
na karbamazepine i diklofenak, po elektrofore-
zie w agarozie przypominaly komety z ogonem
pofragmentowanego i zdekondensowanego DNA.
Swiadezy to o istotnie wyzszym odsetku uszko-
dzonego materialu genetycznego oraz utracie jego
integralnosci w poréwnaniu z komdérkami kon-
trolnymi, ktére mialy zaokraglone i skondenso-
wane jadro.

Model danio oraz test kometowy znalazly réw-
niez zastosowanie w okresleniu stopnia uszko-
dzenia DNA w wyniku ekspozycji na WWA
zidentyfikowane w wodzie wokét laguny Lagos
w Nigerii [28]. W tym celu wykorzystano zarodki
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Danio rerio zgodnie z ostatnimi miedzynarodo-
wymi wytycznymi (OECD) [29], ktére dopusz-
czaja zastosowanie wezesnych stadiéw zycia ryb
do dokumentowania skutkéw zanieczyszczen.
WWA jako prokancerogeny, a podobnie jak inne
ksenobiotyki, sa w organizmach zywych meta-
bolizowane, a w pierwszej fazie ich przemiany
zachodzi proces hydroksylacji, ktérego katali-
zatorami sg enzymy z nadrodziny cytochroméw
P-450. Konsekwencja aktywacji metabolicznej
jest powstawanie reaktywnego metabolitu o cha-
rakterze elektrofilowym, takim jak trans-dihy-
drodiol epoksyd, ktéry laczac sie kowalencyjnie
z DNA i biatkami tworzy addukty, co przyczynia
sie do niestabilno$ci genetycznej, bledéw w repli-
kacji, transkrypcji oraz biosyntezie bialek. Para-
metrem, ktéry pozwala oceni¢ uszkodzenia DNA
w tescie kometowym jest moment ogonowy (ang.
tail moment, TM), czyli iloczyn procentowej
zawartosci DNA w ,,ogonie” komety i jego dlugo-
$ci. Poza dzialaniem genotoksycznym wykazano
réwniez embriotoksyczne oraz teratogenne dzia-
tanie WWA na zarodki danio.

Oprécez zanieczyszezen pochodzacych z prze-
mystu, duzy problem stanows insektycydy fosfo-
roorganiczne stosowane w rolnictwie. Obecnos$é
pestycydéw stwierdzono w réznych srodowiskach
wodnych, w tym w opadach atmosferycznych,
wodach powierzchniowych i podziemnych, co
oznacza, ze zwiazki te znajduja sie we wszystkich
rodzajach wdd krazacych w ekosystemie. Naleza
one do zwiazkéw chemicznych charakteryzuja-
cych sie znaczna toksycznoscia, ze wzgledu na
hamowanie aktywno$ci enzyméw z grupy cho-
linoesteraz, czego konsekwencja moze by¢ pobu-
dzenie cholinergiczne oraz blok depolaryzacyjny.
Oprécz powyzszego dzialania wykazano, ze maja
réwniez zdolno$¢ wywolywania uszkodzen na
poziomie DNA. Pestycydy oddzialuja na mate-
rial genetyczny w sposéb bezposredni, powodu-
jac pekniecia nici DNA lub posredni, w wyniku
wytwarzania RFT. Aby potwierdzi¢ genotok-
syczne dzialanie monokrotofosu (MCP), przepro-
wadzono badania z wykorzystaniem testu mikro-
jadrowego, ktéry umozliwia ocene klastogennosci
tego zwiazku, czyli jego zdolno$ci do wywoly-
wania strukturalnych aberracji chromosomal-
nych. Dodatkowo, wykorzystano test kometowy
dostarczajacy informacji na temat wpltywu mono-
krotofosu na integralnos¢ DNA. Badania zostaly
przeprowadzone w oparciu o model Danio rerio
[30]. Wykazano, Zze wraz ze wzrostem dawki MCP
oraz dlugoscia ekspozycji komoérek krwi obwodo-
wej ryby na toksyne, zwieksza sie ilo§¢ mikroja-
der w tescie mikrojadowym oraz dlugosé¢ ,,ogona”
zawierajacego zdegradowany material genetyczny
w tescie kometowym.
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Podsumowanie

Przedstawione informacje wskazuja, ze Danio
rerio jest uzytecznym i coraz czesciej wybie-
ranym, alternatywnym modelem zwierzecym
w badaniach toksykologicznych, np. w stosunku
do standardowych modeli wykorzystujacych gry-
zonie. Jedna z istotnych zalet tego modelu jest
fakt, ze zarodki danio pregowanego rozwijaja sie
poza organizmem ryby, co pozwala naukowcom
badad szczegbly rozwoju poczawszy od zaplod-
nienia poprzez caly okres zycia. Bardzo doktad-
nie opisana charakterystyka morfologiczna oraz
fizjologiczna ryby utatwia projektowanie kolej-
nych badani oraz analize i gromadzenie informa-
cji. Kolejna przyczyna zastosowania ryb jest sto-
sunkowo tatwa dost¢pnos¢ oraz tania hodowla.
Warto réwniez podkreslié, iz wykazujacy znaczng
homologie z genomem ludzkim, genom Danio
rerio jest dobrze poznany, co umozliwia pro-
wadzanie rozmaitych testéw badajacych wplyw
ksenobiotykéw na DNA i skalowanie efektéw na
organizm ludzki. Ma to duze znaczenie w pro-
gnozowaniu dzialania rakotworczego ksenobio-
tykéw, réwniez tych wprowadzanych dopiero
do ogdélnego uzytku. W stosowanym dotychczas
standardzie, ocena dzialania rakotwdrezego sta-
nowi najdluzszy i najbardziej zmudny element
oceny ryzyka toksykologicznego, co np. w przy-
padku nowych lekéw znaczenie przecigga proce-
dure dopuszczenia do obrotu w czasie. Badania
nad wystandaryzowaniem modelu danio prego-
wanego w tym zakresie wpisuja sie we wspol-
czesng tendencje uzyskiwania jak najszybszego
dostepu do zdobyczy nauk medycznych i farma-
ceutycznych.
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