Polskie Towarzystwo “Zebrafish” - rekomendacje
wykaorzystania modelu danio pregowany (Danio rerio)
w badaniach biomedycznych

Wprowadzenie i cel dokumentu

Badania naukowe wigzg sie z odpowiedzialnoscig etyczng za dobrostan zwierzat, dlatego
istotne jest dgzenie do minimalizacji ich cierpienia i ograniczenia liczby wykorzystywanych
kregowcow wyzszych. Zastepowanie takich modeli organizmami o nizszym stopniu rozwoju
uktadu nerwowego, jak w przypadku danio pregowanego na wczesnych etapach zycia,
stanowi wazny krok w kierunku etycznej i zrbwnowazonej nauki.

Danio pregowany jest kregowcem o wysokim stopniu homologii z cztowiekiem pod
wzgledem genetycznym i anatomicznym - szacuje sie, ze ok. 70% ludzkich genéw (w tym
wiele gendéw zwigzanych z chorobami) posiada swoje odpowiedniki u danio
pregowanego. Gatunek ten posiada typowy plan budowy ciata kregowcoéw (uktad nerwowy,
sercowo-naczyniowy, pokarmowy itd.) oraz zblizone funkcje fizjologiczne, co czyni go
wiarygodnym modelem wielu proceséw chorobowych u ludzi. Danio pregowany oferuje
przy tym szereg zalet praktycznych: zaptodnienie i rozwdj zarodkéw odbywa sie poza
organizmem matki, zarodki rozwijajg sie bardzo szybko i sg przezroczyste, a ryby osiggaja
dojrzatos¢ w ciggu ~3 miesiecy. Gatunek cechuje sie niewielkimi rozmiarami i tatwoscia
hodowli w warunkach laboratoryjnych, wysoka ptodnoscia (jedna para moze dawa¢ setki
jaj tygodniowo) oraz niskimi kosztami utrzymania catej hodowli w poréwnaniu do modeli
ssaczych. Ponadto dostepne sg zaawansowane techniki laboratoryjne opracowane
specjalnie dla danio pregowanego (linie transgeniczne, obrazowanie in vivo, edycja genomu,
itp.), co utatwia modelowanie choréb oraz wysokoprzepustowe eksperymenty
przesiewowe in vivo.

Rekomenduje sie w pierwszej kolejnosci wykorzystywanie embrionow oraz larw do 5.
dnia po zaptodnieniu (5 dpf, ang. days post fertilization) wtacznie. Jest to zgodne z
Uniijng Dyrektywa (2010/63/UE) ktdra okresla, ze stadia rozwojowe ryb do momentu
rozpoczecia samodzielnego zerowania (u danio pregowanego po 5 dpf) nie sg uznawane za
doswiadczalne zwierzeta i nie podlegaja regulacjom dotyczgcym ochrony zwierzat
laboratoryjnych. Oznacza to, ze praca z embrionami/larwami danio pregowanego (<6 dpf)
traktowana jest jako alternatywa wobec klasycznych testéw na zwierzetach
doswiadczalnych. W konsekwencji embriony oraz larwy danio pregowanego moga stuzy¢
jako substytut innych powszechnie wykorzystywanych modeli (np. myszy i szczuréow),
przyczyniajac sie tym samym do ograniczenia liczby wykorzystywanych zwierzat kregowych
w badaniach. W naukowo uzasadnionych sytuacjach, Polskie Towarzystwo ,Zebrafish”
traktuje jako uzasadnione wykorzystanie starszych stadidéw rozwojowych, o ile nie istniejg
alternatywne metody uzyskania wiarygodnych wynikéw, jednak przypomina ze wtedy
wymagana jest zgoda Lokalnej Komisji Etycznej Spraw Doswiadczen na Zwierzetach .



Niniejszy dokument przedstawia oficjalne rekomendacje Polskiego Towarzystwa
“Zebrafish” (PTZ) dotyczgce zastosowania modelu ryby danio pregowany (Danio rerio) w
badaniach biomedycznych nad nowymi terapiami. Rekomendacje te stanowig punkt
odniesienia dla instytucji naukowych, firm farmaceutycznych oraz agencji regulacyjnych,
podkreslajgc korzysci ptynace z wykorzystania embrionéw i larw Danio pregowanego w
réznych dziedzinach badan, miedzy innymi takich jak:

onkologia,

toksykologia,
neurologia/neuropsychiatria,
choroby metaboliczne,
immunologia,

kardiologia,

O O O O O O

Onkologia

PTZ zaleca wykorzystanie modelu ksenograftu z wykorzystaniem larw danio
pregowanego jako szybkiej metody przesiewowej w badaniach onkologicznych.

Strategia polega na wszczepieniu ludzkich komérek nowotworowych (np. z linii
komérkowej lub od pacjenta) do zarodka/larwy danio pregowanego, ktéry naturalnie w
pierwszych dniach zycia nie posiada w petni rozwinietego uktadu immunologicznego. Brak
nabytej odpowiedzi immunologicznej umozliwia przyjecie i wzrost przeszczepionych
komodrek bez koniecznosci stosowania procedur immunosupresji. Taki ksenotransplant
rozwija sie w przezroczystym organizmie larwy, co umozliwia bezposrednie Sledzenie
réoznych parametréw takich jak wzrostu guza czy angiogenezy. Dodatkowo, w
przeciwienstwie do myszy, ludzkie komadrki nowotworowe w tym modelu tatwo migrujg i
prowadzg do metastazy co pozwala na ocene wptywu testowanych lekdéw
przeciwnowotworowych in vivo na ten onkologicznie krytyczny aspekt.

Eksperymenty ksenograftowe mozna przeprowadzi¢ w czasie krotszym niz tydzien,
podczas gdy analogiczne testy na myszach zajmuja zwykle wiele tygodni. Nie tylko znaczaco
obniza to koszty eksperymentu, ale bardzo przyspiesza generowanie klinicznie istotnych
wynikéw. Ponadto, model ten jest juz obecne uzywany w praktyce klinicznej przy
optymalizacji chemioterapii u pacjentéw. Dodatkowo, jest mozliwe przeszczepienie
komadrek nowotworowych do kilkudziesieciu/kilkuset larw jednoczesnie, co pozwala na
rownolegte testowanie wielu kandydatéw na leki w warunkach in vivo — w stopniu
niedostepnym dla tradycyjnych modeli mysich.

Przyktad

Opracowano 10-dniowy test danio pregowanego (zAvatars) wykorzystujgcy komorki raka
piersi pacjentki, aby przewidzie¢, ktdra chemioterapia bedzie najlepsza dla poszczegdlnych



pacjentek. Test wykazat 100% doktadnos$¢ (18/18 przypadkdw) w dopasowywaniu
odpowiedzi pacjentdw na leczenie, oferujgc obiecujgce narzedzie do spersonalizowanego
wyboru terapii przeciwnowotworowe] (Mendes, R.V., Ribeiro, J.M., Gouveia, H. et al
Zebrafish Avatar testing preclinical study predicts chemotherapy response in breast cancer.
npj Precis. Onc. 9, 94 (2025). https://doi.org/10.1038/s41698-025-00882-0)

Toksykologia

PTZ zaleca wykorzystanie danio pregowanegow badaniach toksykologicznych
jako modelu utatwiajacego wczesna identyfikacje toksycznosci oraz spetniajacego
zasady 3R (Replacement, Reduction, Refinement).

Model ten sprawdza sie w toksykologii srodowiskowej i farmaceutycznej w badaniach
przesiewowych. Co istotne, fizjologia i metabolizm danio pregowanego jest zblizony
cztowieka znaczaco zwiekszajgc wartosé predykcyjna uzyskanych wynikéow. Juz od
wczesnych etapéw opracowywania leku mozna przeprowadzac testy toksycznosci ostrej,
wptywu teratogennego i embriotoksycznego.

Przyktad:

e Test ostrej toksycznosci LD, na gryzoniach mozna zastgpic¢ testem FET (OECD 236)
na embrionach danio pregowanego.

e Test teratogennosci na szczurach mozna zastgpi¢ badaniem rozwoju zarodkéw
danio pregowanego, gdzie obserwuje sie wady morfologiczne i zaburzenia
organogenezy.

Neurologia/neuropsychiatria

PTZ zaleca wykorzystanie danio pregowanego w badaniach
neurologicznych dotyczacych lekéw przeciwlekowych, przeciwdepresyjnych,
uzalezniajacych, nootropowych i przeciwdrgawkowych.

Testy behawioralne prowadzone na larwach danio pregowanego (<6 dpf) sg zaakceptowanag
etyczng alternatywa dla badan na dorostych osobnikach i gryzoniach. Testy te daja
mozliwos¢ prowadzenia badan w ptytkach wielodotkowych - co umozliwia
wysokoprzepustowg analize reakcji na leki.

Przyktady testéw z uzyciem danio pregowanego:

Lek - test tigmotaksji (otwarte pole), test preferencji jasne/ciemne (Light-Dark Test), test
reakcji na zmiane oswietlenia (Light-Dark Challenge Assay)- 5dpf.

Padaczka - model napadéw wywotywanych pentylenotetrazolem (PTZ seizure model)- 5dpf.



Interakcje spoteczne - test tawicowy (shoaling), test preferencji socjalnej (Social
Preference Test )- >15dpf.

Choroby metaboliczne

PTZ zaleca stosowanie danio pregowanego w badaniach metabolicznych takich jak
otytosé, dyslipidemia, cukrzyca i podobne.

Danio pregowany jest cenionym modelem badan nad otytoscia, cukrzyca, sttuszczeniem
watroby i zaburzeniami lipidowymi. Kluczowe zalety to plastycznos¢ genetyczna,
przezroczystosé optycznaikonserwatywne szlaki metaboliczne. Zostaty one z powodzeniem
wykorzystane do odkrycia mechanizméw metabolicznych, identyfikacji szlakow
chorobowych i badan przesiewowych zwigzkéw terapeutycznych.

Przyktad

Model cukrzycy typu ll, np. insulinoopornosé indukowana ekspozycja larw na glukoze,
deksametazon, lub ludzka insuline egzogenna w potaczeniu z manipulacjami genetycznymi,
pozwala na badanie skutecznosci lekéw przeciwcukrzycowych w warunkach zblizonych do
przewlektych choréb metabolicznych u ludzi.

Immunologia

PTZ rekomenduje wykorzystanie danio pregowanego w badaniach nad odpowiedzia
immunologiczna, w tym zakazen bakteryjnych jak i wirusowych.

Larwy danio pregowanego w pierwszym tygodniu zycia posiadajg wytgcznie odpornosc¢
wrodzong, co pozwala selektywnie badac te gatgz uktadu immunologicznego bez wptywu
odpornosci nabytej. Dzieki temu model ten jest przydatny w:

e badaniach zapalen,

e ocenie dziatania lekéw immunomodulujgcych,

e analizie migracji leukocytdw in vivo,

e badaniach odpowiedzi na infekcje bakteryjne i wirusowe.
Przyktad:

Model infekcji bakteryjnej z wykorzystaniem Mycobacterium marinum — badania nad
gruzlica i odpowiedzig immunologiczng, takze wykorzystujgc platformy do
wysokoprzepustowych badan przesiewowych (HTS) w celu poszukiwania nowych lekéw.



Kardiologia

PTZ rekomenduje wykorzystanie danio pregowanego w badaniach uktadu sercowo-
naczyniowego, zaréwno podstawowych, jak i w ocenie kardiotoksycznosci lekéw.

Serce danio pregowanego, mimo prostszej budowy, ma zblizong fizjologie do ludzkiego, a
obecnos$¢ homologa kanatu hERG pozwala na wiarygodng ocene wptywu substancji na rytm
serca.

Przyktad:

Badania wydtuzenia odstepu QT u krdlikdbw mozna wstepnie zastgpi¢ pomiarem pracy
serca u larw danio pregowanego z uzyciem szybkiego obrazowania. Wykazano zgodnos¢
wynikéw w detekcji arytmii miedzy tym modelem a ssakami.

Podsumowanie

Danio pregowany stanowi jedno z najwazniejszych narzedzi alternatywnych w badaniach
biomedycznych. Obecnie jest drugim najczesciej wykorzystywanym modelem zwierzecymw
badaniach naukowych w Unii Europejskiej, zaraz po myszach. Wykorzystanie zarodkéw i
larw <5 dpf pozwala:

e Zastgpi¢ czes¢ badan na ssakach.
e Zredukowac liczbe zwierzat wykorzystywanych w badaniach.
® Przyspieszy¢ rozwdj nowych terapii.

PTZ rekomenduje, aby instytucje badawcze, firmy farmaceutyczne i agencje regulacyjne
wdrazaty opisane tu procedury w swoich standardach badan.



