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Streszczenie
Artykuł przedstawia przegląd zastosowania larwalnego modelu Danio rerio w badaniach angiogenezy nowotwo-

rowej oraz terapii antyangiogennych. Angiogeneza odgrywa kluczową rolę w rozwoju nowotworów, umożliwiając 
wzrost guza i powstawanie przerzutów, co czyni ją ważnym celem terapeutycznym. W pracy omówiono mechanizmy 
molekularne regulujące ten proces, ze szczególnym uwzględnieniem VEGF (naczyniowo-śródbłonkowy czynnik 
wzrostu), a także metody oceny angiogenezy. Zwrócono uwagę na ograniczenia tradycyjnych modeli badawczych 
oraz rosnącą rolę Danio rerio jako organizmu modelowego. W artykule podkreślono znaczenie ksenoprzeszczepów, 
umożliwiających analizę interakcji między komórkami nowotworowymi, a układem naczyniowym oraz ocenę 
skuteczności leków. (Farm Współ 2026; 19: 134-146) doi: 10.53139/FW.20261918
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Abstract
This article provides an overview of the use of the Danio rerio larval model in research on tumor angiogene-

sis and anti-angiogenic therapies. Angiogenesis plays a key role in tumor development, enabling tumor growth 
and metastasis, which makes it an important therapeutic target. The paper discusses the molecular mechanisms 
regulating this process, with particular emphasis on the VEGF pathway, and methods for assessing angiogenesis. 
Attention is drawn to the limitations of traditional research models and the growing role of the Danio rerio as 
a model organism. The article highlights the importance of xenografts, which enable the analysis of interactions 
between tumor cells and the vascular system and the evaluation of drug efficacy. (Farm Współ 2026; 19: 134-146) doi: 
10.53139/FW.20261918
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Wstęp
Angiogeneza, definiowana jako proces powsta-

wania nowych naczyń krwionośnych z już istniejącej 
sieci naczyniowej, odgrywa kluczową rolę zarówno 
w fizjologii organizmu, jak i w patogenezie wielu cho-
rób, w tym nowotworów. W warunkach fizjologicznych 
jest ona niezbędna dla procesów takich jak gojenie 
ran czy rozwój embrionalny [1]. Jednak w przebiegu 

chorób nowotworowych angiogeneza ulega deregulacji 
i staje się jednym z fundamentalnych mechanizmów 
umożliwiających wzrost guza, jego progresję oraz two-
rzenie przerzutów. Nowotwory, poprzez wydzielanie 
czynników proangiogennych, takich jak naczyniowo-
-śródbłonkowy czynnik wzrostu (VEGF), indukują 
powstawanie nieprawidłowej, chaotycznej sieci naczyń, 
która zapewnia dopływ tlenu i  składników odżyw-
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czych, a  jednocześnie sprzyja rozsiewowi komórek 
nowotworowych [1,2].

Zrozumienie mechanizmów regulujących angio-
genezę nowotworową doprowadziło do rozwoju terapii 
antyangiogennych, które stanowią istotny element 
współczesnego leczenia onkologicznego. Leki ukie-
runkowane na szlaki sygnałowe związane z  VEGF 
i jego receptorami, w tym przeciwciała monoklonalne 
oraz inhibitory kinaz tyrozynowych, znalazły zasto-
sowanie w  terapii wielu typów nowotworów, takich 
jak nowotwory ginekologiczne, rak jelita grubego, 
rak nerki czy rak płuca [2]. Pomimo początkowych 
sukcesów klinicznych, skuteczność tych terapii bywa 
ograniczona ze względu na rozwój oporności, hete-
rogenność guzów oraz złożoność mikrośrodowiska 
nowotworowego. W związku z tym istnieje potrzeba 
poszukiwania nowych modeli badawczych, które 
umożliwią lepsze zrozumienie procesów angiogenezy 
oraz efektywniejszą ocenę leków.

Tradycyjnie stosowane modele badawcze, takie 
jak hodowle komórkowe in vitro czy modele zwierzęce 
oparte na ssakach, posiadają istotne ograniczenia. 
Modele in vitro nie odzwierciedlają w pełni złożonego 
mikrośrodowiska guza, natomiast modele ssacze, choć 
bardziej zbliżone do warunków klinicznych, są kosz-
towne, czasochłonne i  trudniejsze do zastosowania 
w  badaniach wysokoprzepustowych. Dlatego coraz 
większe zainteresowanie jest związane z  wykorzy-
staniem modelu Danio rerio, zwłaszcza w  stadium 
larwalnym, jako narzędzia do badań nad angiogenezą 
nowotworową.

Larwalny model Danio rerio charakteryzuje się 
szeregiem unikalnych cech, które czynią go szcze-
gólnie przydatnym w  badaniach biomedycznych. 
Przezroczystość zarodków umożliwia bezpośrednią 
obserwację procesów biologicznych in vivo, w  tym 
dynamiki powstawania naczyń krwionośnych [1-3]. 

Szczególne znaczenie ma również możliwość 
tworzenia modeli ksenoprzeszczepów (ksenograftów), 
w których ludzkie komórki nowotworowe są implan-
towane do larw Danio rerio. Takie podejście pozwala 
na analizę interakcji pomiędzy komórkami nowo-
tworowymi a  układem naczyniowym gospodarza, 
ocenę potencjału angiogennego guza oraz testowanie 
skuteczności terapii antyangiogennych w warunkach 
in vivo [4,5]. 

Celem niniejszej publikacji przeglądowej jest 
przedstawienie aktualnego stanu wiedzy na temat 
wykorzystania larwalnego modelu Danio rerio 

w badaniach angiogenezy nowotworowej oraz ocena 
jego przydatności w  badaniach nad terapiami anty-
angiogennymi.

Metodyka
Niniejszą publikację przeglądową opracowano na 

podstawie analizy literatury dostępnej w bazach danych 
PubMed, Consensus oraz Google Scholar. Wyszukiwane 
hasła obejmowały: angiogeneza, Danio rerio, danio prę-
gowany, model larwalny, ksenoprzeszczep, ksenograft, 
terapie antyangiogenne, linie reporterowe. Do przeglądu 
zakwalifikowano oryginalne artykuły opublikowane 
w  języku angielskim w  latach 2006-2024. W  pracy 
uwzględniono zarówno badania in vitro jak i  in vivo, 
koncentrujące się na zastosowaniu modelu Danio rerio 
w badaniach angiogenezy nowotworowej oraz ocenie 
skuteczności terapii antyangiogennych.

Model Danio rerio – podstawy 
biologiczne

Danio rerio stał się popularnym organizmem 
modelowym w badaniach biomedycznych, ponieważ 
jako kręgowiec ma dużą zgodność genetyczną z czło-
wiekiem (około 70% genów) [6]. Jego główną zaletą jest 
przezroczystość zarodków i larw, co umożliwia obser-
wowanie procesów takich jak angiogeneza czy interak-
cje komórek nowotworowych w czasie rzeczywistym, 
zwłaszcza przy użyciu technik f luorescencyjnych. 
Dodatkowo dzięki możliwości stosowania reporterów 
genowych oraz systemów śledzenia linii komórkowych 
(ang. lineage tracing), możliwa jest analiza pochodzenia 
i losów poszczególnych populacji komórek [1,4,6,7].

Rozwój podstawowych struktur narządowych, 
w tym układu krążenia u Danio rerio przebiega bardzo 
szybko (24-48 godzin po zapłodnieniu). Szlaki sygna-
łowe regulujące wczesny rozwój układu naczyniowego 
są analogiczne do tych obserwowanych u ssaków, w tym 
VEGF (ang. Vascular Endothelial Growth Factor), Notch 
czy FGF (ang. Fibroblast Growth Factors) [2]. Dodatkowo 
larwy Danio rerio są powszechnie wykorzystywane 
w  tworzeniu modeli ksenoprzeszczepów. Wynika to 
z faktu, że we wczesnych stadiach rozwoju larwalnego 
ich układ odporności adaptacyjnej (swoistej) nie jest 
jeszcze funkcjonalny. Dojrzałe, funkcjonalne limfocyty 
T pojawiają się w grasicy larw dopiero między 9. a 11. 
dniem po zapłodnieniu (dpf, ang. days post-fertilization), 
natomiast pełną dojrzałość limfocytów B oraz zdolność 
do syntezy immunoglobulin (głównie IgM i IgZ) model 
ten osiąga znacznie później – dopiero między 4. a 6. tygo-
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dniem życia. W efekcie, w ciągu pierwszych kilkunastu 
dni rozwoju, larwy polegają wyłącznie na odporności 
wrodzonej (nieswoistej), co zapobiega immunologicz-
nemu odrzuceniu obcych komórek i umożliwia udaną 
implantację ksenoprzeszczepu bez konieczności stoso-
wania chemicznej immunosupresji [8,9].

Ograniczenia modelu Danio rerio obejmują 
istotne różnice fizjologiczne względem ssaków, w tym 
odmienności w  metabolizmie ksenobiotyków oraz 
makroskopowej i mikroskopowej strukturze niektó-
rych narządów. W zakresie metabolizmu leków, choć 
genom Danio rerio koduje liczne cytochromy P450, ich 
specyficzność substratowa często odbiega od ludzkiej. 
Przykładem są enzymy z  rodziny CYP3 (odpowied-
niki ludzkiej rodziny CYP3A, odpowiedzialnej za 
metabolizm większości leków). Profil metaboliczny 
ryb wykazuje istotne odmienności ilościowe i  jako-
ściowe. Przykładowo, testosteron – standardowy 
substrat dla ludzkiego CYP3A4 – jest metabolizowany 
odmiennie przez enzymy Danio rerio, nie tworząc 
charakterystycznego dla ssaków profilu pochodnych 
6β-hydroksytestosteronu [10]. 

Ponadto, uproszczona anatomia niektórych 
układów ogranicza translacyjność wyników. Układ 
krążenia Danio rerio opiera się na sercu dwujamowym 
(jeden przedsionek i jedna komora), a wymiana gazowa 
zachodzi bez udziału płuc [11]. Z  kolei w  układzie 

pokarmowym tych ryb występuje anatomiczny brak 
wydzielającego kwas żołądka oraz brak gruczołów 
żołądkowych (funkcję tę pełni tzw. opuszka jelitowa, 
ang. intestinal bulb). Przekłada się to na stałe, zasadowe 
pH środowiska trawiennego (pH ≥7,5), co istotnie 
modyfikuje profil wchłaniania, stabilność chemiczną 
i biodostępność cząsteczek podawanych drogą doustną 
w porównaniu do środowiska żołądka ssaków [11,12]. 
Ponadto brak w pełni rozwiniętego układu odporno-
ściowego w stadium larwalnym ogranicza możliwość 
badania pełnych, długoterminowych interakcji immu-
nologicznych w mikrośrodowisku guza [5,8]. 

Modele angiogenezy nowotworowej 
u Danio rerio

Model larwalny Danio rerio stanowi obecnie jedno 
z najbardziej obiecujących narzędzi do badania angio-
genezy nowotworowej w  warunkach in vivo. Dzięki 
połączeniu przezroczystości zarodków, dostępności 
linii transgenicznych oraz możliwości przeszczepiania 
komórek nowotworowych, umożliwia on bezpośrednią 
obserwację interakcji pomiędzy guzem a  układem 
naczyniowym gospodarza. W zależności od celu bada-
nia stosuje się różne strategie modelowania angioge-
nezy nowotworowej, z których najważniejsze obejmują 
modele ksenoprzeszczepów oraz analizy funkcjonalne 
układu naczyniowego.

Rycina przygotowana przez autorkę (Pawlak K.) w programie Canva.

Rycina I.	 Charakterystyczne cechy modelu Danio rerio
Figure I.	 Characteristic features of the Danio rerio model
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Modele ksenoprzeszczepów (ksenograft)
Najczęściej stosowaną metodą badania angioge-

nezy nowotworowej u  Danio rerio jest implantacja 
komórek nowotworowych do organizmu larwy. 
W  modelach tych wykorzystuje się zarówno linie 
komórkowe (ang. cell line-derived xenografts, CDX), 
jak i komórki pochodzące bezpośrednio od pacjentów 
(ang. patient-derived xenografts, PDX). Komórki nowo-
tworowe są uprzednio znakowane fluorescencyjnie, co 
umożliwia ich śledzenie po implantacji.

Do najczęściej wykorzystywanych miejsc iniekcji 
należą:

–	 przestrzeń okołowitellinowa (ang. perivitelline 
space), 

–	 woreczek żółtkowy (ang. yolk sac), 
–	 krążenie (np. zatoka Cuviera) w badaniach prze-

rzutowania [6]. 
Wydajność implantacji, przeżywalność oraz dyna-

mika proliferacji i migracji komórek guza nie są jednak 
cechami uniwersalnymi dla wszystkich linii komórko-
wych. Właściwości te są ściśle uwarunkowane czynni-
kami metodologicznymi, takimi jak stadium rozwojowe 
gospodarza, wybrane miejsce iniekcji oraz temperatura 
inkubacji (zazwyczaj obniżona do 31-34°C). W literatu-
rze wykazano, że linie komórkowe wykazują skrajnie 
różną efektywność w tym modelu. Przykładowo, pod-
czas gdy linie raka piersi o agresywnym fenotypie, takie 
jak MDA-MB-231, wykazują wysoką przeżywalność 
i  silną indukcję angiogenezy, inne linie – np. MCF-7 
(zależna od estrogenów) – w modelu larwalnym charak-
teryzują się znacznie niższą wydajnością wszczepiania, 
a po iniekcji wykazują drastycznie ograniczoną zdolność 
do podziałów komórkowych in vivo bez dodatkowej 
suplementacji hormonalnej [13]. Co więcej, obniżona 
temperatura inkubacji (poniżej 34°C) sprawia, że część 
ludzkich linii komórkowych (co wykazano m.in. dla 
niektórych linii raka jelita grubego, takich jak HCT116 
lub HT29) wchodzi w stan zahamowania cyklu komór-
kowego, co skutkuje brakiem realnej proliferacji, a nawet 
masową apoptozą komórek guza w ciele ryby [13,14].

W optymalnych warunkach eksperymentalnych 
wprowadzone komórki nowotworowe wykazują jed-
nak zdolność do oddziaływania z mikrośrodowiskiem 
gospodarza. Kluczowym aspektem tych modeli jest 
zdolność komórek guza do indukowania angiogenezy 
poprzez wydzielanie czynników proangiogennych, 
co prowadzi do wzrostu i przebudowy lokalnej sieci 
naczyniowej [2,5,6].

Interakcja guz-układ naczyniowy
Jedną z  największych zalet modelu Danio rerio 

jest możliwość bezpośredniej wizualizacji procesów 
angiogenezy indukowanej przez nowotwór. Komórki 
nowotworowe, po implantacji, wydzielają czynniki 
takie jak VEGF, które stymulują proliferację i migrację 
komórek śródbłonka. W efekcie dochodzi do:

–	 tworzenia nowych naczyń skierowanych w stronę 
guza, 

–	 zwiększenia liczby rozgałęzień naczyniowych, 
–	 zmiany morfologii istniejących naczyń, 
–	 wzrostu przepuszczalności śródbłonka [3,4]. 

W odróżnieniu od modeli in vitro, procesy te 
zachodzą w kontekście całego organizmu, co pozwala 
uwzględnić wpływ czynników mechanicznych, meta-
bolicznych oraz interakcji komórkowych. Dodatkowo 
model ten umożliwia jednoczesną analizę angiogenezy 
i procesów przerzutowania, ponieważ nowo powstałe 
naczynia mogą stanowić drogę rozsiewu komórek 
nowotworowych.

Mechanizmy angiogenezy zależnej od 
VEGF

Danio rerio jest cennym narzędziem do oceny 
wpływu sygnalizacji VEGF na angiogenezę, ze względu 
na to, że posiada prostą i dobrze scharakteryzowaną 
sieć naczyniową pnia. Składa się ona z  pojedynczej 
tylnej żyły głównej oraz aorty grzbietowej z  której 
w procesie angiogenezy formują się naczynia między-
segmentowe (ang. Intersegmental Vessels, ISV) [15,16].

Kluczową rolę w regulacji angiogenezy odgrywa 
czynnik wzrostu śródbłonka naczyniowego A (ang. 
Vascular Endothelial Growth Factor A, Vegfa). Vegfa 
wiąże się z  receptorem Vegfr2 (Kdrl), w  wyniku 
czego, dochodzi do aktywacji szeregu wewnątrz-
komórkowych szlaków sygnałowych, takich jak 
MAPK/ERK (ang. Mitogen-Activated Protein Kinase 
/ Extracellular Signal-Regulated Kinase), PI3K/AKT 
(ang. Phosphoinositide 3-Kinase / Protein Kinase B) 
oraz PLCy (ang. Phospholipase C gamma), które odpo-
wiadają za regulację proliferacji, przeżycia i migracji 
komórek [16,17]. U zarodków Danio rerio z mutacjami 
w  genach kdrl i  plcg1 obserwuje się uszkodzenia 
w  naczyniach pnia, zaburzenie różnicowania tętnic, 
opóźniony rozwój ISV i przetokę tętniczo-żylną [16]. 

Niektóre badania sugerują, że elementy sygnali-
zacji Vegf mogą być modulowane także przy pomocy 
podjednostek białka G, jednak do potwierdzenia tych 
mechanizmów regulacji szlaku potrzebne są dalsze 
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badania [18]. Równocześnie z szlakiem Vegf w angio-
genezie udział bierze szlak Notch, który zmniejsza 
aktywację ERK (ang. Extracellular Signal-Regulated 
Kinase) i hamuje kiełkowanie. Prowadzi on z  jednej 
strony do ograniczenia liczby komórek “tip”, cha-
rakteryzujących się wysoką aktywnością sygnalizacji 
VEGF i zwiększoną ekspresją receptora Flt4 (Vegfr3), 
a z drugiej strony promuje różnicowanie się sąsiednich 
komórek typu “stalk” odpowiedzialnych za wydłużanie  
i stabilizację naczynia [15,16,19,20].    

W komórkach typu “tip”, Vegfa aktywuje ERK 
poprzez Plcg1, co prowadzi do zwiększonej ekspresji 
genów flt4 i dll4 i w konsekwencji promowania angioge-
nezy, z kolei aktywacja szlaku Notch za pośrednictwem 
Dll4 w komórkach “stalk” prowadzi do zmniejszenia 
aktywacji ERK i zahamowania kiełkowania.

Metody oceny angiogenezy
Analiza angiogenezy w modelu Danio rerio opiera 

się głównie na technikach obrazowania fluorescencyj-
nego. Najczęściej wykorzystuje się linie transgeniczne 
z  ekspresją białek fluorescencyjnych w  komórkach 
śródbłonka, co umożliwia szczegółową ocenę archi-
tektury naczyń.

Do podstawowych parametrów ilościowych 
należą:

–	 długość naczyń krwionośnych, 
–	 liczba i gęstość rozgałęzień, 
–	 powierzchnia unaczynienia w obrębie guza, 
–	 liczba nowo powstałych naczyń (ang. angiogenic 

sprouting), 
–	 perfuzja naczyń oraz ich drożność [3]. 

Dodatkowo możliwe jest zastosowanie markerów 
proliferacji i apoptozy komórek śródbłonka, co pozwala 
na ocenę dynamiki procesów angiogennych.

W badaniach wymagających wysokiej roz-
dzielczości czasowo-przestrzennej wykorzystuje się 
mikroskopię arkusza światła (LSFM, ang. Light-Sheet 
Fluorescence Microscopy), która wykazuje istotną prze-
wagę technologiczną nad standardową mikroskopią 
szerokiego pola czy konfokalną (CLSM). W  przeci-
wieństwie do tradycyjnego obrazowania konfokalnego, 
gdzie zbieżna wiązka lasera intensywnie naświetla całą 
objętość tkanki prowadząc do szybkiego wygaszania 
f luorescencji ( fotobleachingu) i  fototoksyczności, 
w technologii LSFM płaszczyzna oświetlenia jest pro-
stopadła do osi detekcji. Pobudzeniu ulega wyłącznie 
cienki, wyselekcjonowany optycznie arkusz próbki  
(o grubości rzędu mikrometrów). Pozwala to na 
redukcję obciążenia fototoksycznego o kilkaset razy  
i umożliwia prowadzenie ciągłego, wielogodzinnego 
obrazowania in vivo wrażliwych struktur naczynio-
wych bez zakłócania rozwoju larwy [21]. 

Ponadto, zastosowanie szybkich detektorów 
matrycowych w  LSFM zamiast skanowania punk-
towego za pomocą fotopowielaczy (charakterystycz-
nego dla CLSM) skraca czas akwizycji pojedynczych 
przekrojów do milisekund. Eliminuje to problem roz-
mycia ruchu i umożliwia precyzyjną, trójwymiarową 

Rycina przygotowana przez autorkę (Pawlak K.) w programie Canva.

Dll4 – białko Dll4 (ang. Ligand Delta-like 4); ERK – kinaza regu-
lowana sygnałami zewnątrzkomórkowymi (ang. Extracellular 
Signal-Regulated Kinase); Flt4 – kinaza tyrozynowa 4 typu Fms 
(ang. Fms-related tyrosine kinase 4); Notch – szlak sygnałowy Notch 
(ang. Notch signaling pathway); Plcg1 – fosfolipaza C gamma 1 (ang. 
Phospholipase C gamma 1); Vegfa – naczyniowo-śródbłonkowy 
czynnik wzrostu A (ang. Vascular Endothelial Growth Factor A)

Rycina II.	 Rola Vegfa w angiogenezie
Figure II.	 The role of Vegfa in angiogenesis
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rekonstrukcję (3D + czas) dynamicznych procesów 
hemodynamicznych oraz pączkowania naczyń w czasie 
rzeczywistym [21, 22].

Modele funkcjonalne i manipulacje 
genetyczne

Model Danio rerio pozwala nie tylko na obser-
wację angiogenezy, ale także na jej modyfikację 
poprzez ingerencję w  ekspresję genów. W  tym 
celu stosuje się: morpholino (knockdown genów), 
CRISPR/Cas9 (mutacje genowe), linie transgeniczne 
z  nadekspresją określonych genów. Manipulacje 
te umożliwiają badanie roli konkretnych szlaków 
sygnałowych w regulacji angiogenezy, w tym VEGF, 
Notch czy HIF. Dzięki temu możliwe jest mode-
lowanie zarówno nadmiernej angiogenezy (jak  
w nowotworach), jak i jej zahamowania [2,5,6].

Linie reporterowe naczyń krwionośnych
W celu wizualizacji rozwoju i  funkcjonowania 

układu naczyń krwionośnych stworzono transge-
niczne linie Danio rerio, w których specyficzne pro-
motory genów śródbłonka odpowiadają za ekspresję 
fluorescencyjnych białek np. GFP, EGFP, mCherry. 
Porównanie najczęściej wykorzystywanych linii repor-
terowych zestawiono w poniższej tabeli [23-27].

Zastosowanie f luorescencyjnych reporterów 
umożliwia śledzenie rozwoju dynamiki komórek 
podczas pączkowania naczyń, analizę proliferacji 
i migracji komórek śródbłonka oraz ocenę tworzenia  

i stabilizacji sieci naczyniowej. Pomimo licznych zalet, 
linie reporterowe mają także ograniczenia. Ekspresja 
białka reporterowego u  Danio rerio nie zawsze jest 
taka sama jak ekspresja białka ortologicznego, czego 
przyczyną są różnice w  elementach promotorowych 
między gatunkami. Jednak nowoczesne technologie 
rozwoju genomu, takie jak CRISPR/Cas9, pozwalają na 
tworzenie linii typu knock-in, które bardziej naśladują 
endogenną ekspresję genów [23,24].   

Mechanizmy działania leków 
antyangiogennych

Terapie antyangiogenne są ukierunkowane 
głównie na zahamowanie szlaków sygnałowych 
odpowiedzialnych za proliferację, migrację i przeżycie 
komórek śródbłonka. Kluczową rolę odgrywa tutaj oś 
VEGF-VEGFR, której aktywacja prowadzi do powsta-
wania nowych naczyń krwionośnych. Leki stosowane 
w  terapii antyangiogennej można podzielić na kilka 
głównych grup: 

a.	 przeciwciała monoklonalne (np. bewacyzumab), 
które neutralizują VEGF, 

b.	 nieselektywne inhibitory kinaz tyrozynowych 
(TKI) (np. sunitynib, sorafenib, pazopanib), 
blokujące receptory VEGFR oraz inne kinazy, 

c.	 selektywne inhibitory kinaz tyrozynowych, np. 
aksytynib i  inne substancje działające antyan-
giogennie 

Model Danio rerio umożliwia analizę działania 
tych leków na poziomie całego organizmu, co pozwala 

Tabela I.	 Główne linie reporterowe Danio rerio
Table I.	 Major Danio rerio reporter lines

Cecha fli1a kdrl (flk1) tie2

Ekspresja pan-endotelialna
specyficzna ekspresja w ko-
mórkach śródbłonka naczyń 
krwionośnych

ekspresja w komórkach 
dojrzałego śródbłonka

Szlak molekular-
ny

ETS (czynnik transkryp-
cyjny) VEGFR2 angiopoetyna/Tie2

Komórki docelo-
we

komórki śródbłonka, pro-
genitory, niektóre komórki 
hematopoetyczne

komórki śródbłonka dojrzałe komórki śródbłon-
ka

Zastosowanie wizualizacja naczyń, mi-
gracji i proliferacji

analiza angiogenezy, odpo-
wiedź na VEGF

stabilizacja naczyń, remo-
deling

Zalety
wczesna ekspresja, wy-
soka intensywność sy-
gnału

większa swoistość dla naczyń specyficzność dla dojrza-
łych naczyń

Wady ekspresja także poza 
śródbłonkiem

może nie obejmować wszyst-
kich progenitorów

mniej przydatne we wcze-
snej angiogenezie

Typowe linie Tg(fli1a:EGFP), Tg(fli1a-
:LifeAct-GFP)

Tg(kdrl:EGFP), Tg(kdrl:mCher-
ry) Tg(tie2:GFP)
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na ocenę ich efektów nie tylko na śródbłonek, ale także 
na inne elementy mikrośrodowiska nowotworowego.

Przeciwciała monoklonalne 
neutralizujące VEGF

Bewacyzumab to humanizowane przeciwciało 
monoklonalne, którego mechanizm działania polega na 
blokowaniu trzech ludzkich izoform VEGF-A. W formie 
związanej nie jest możliwa interakcja VEGF-A z  jego 
receptorami, co powoduje upośledzenie sygnalizacji oraz 
angiogenezy. Komórki nowotworowe mogą również 
eksportować receptory, które reagują na ten szlak, dzięki 
czemu kontrolują proliferację, przeżycie i  migrację 
komórek nowotworowych. VEGF-A, poprzez działanie 
na różnych etapach kaskady inwazji i przerzutów może 
paradoksalnie zmniejszać lub też wywoływać przerzuty.

Aktualnie jest stosowany w  monoterapii lub 
w  skojarzeniu z  lekami przeciwnowotworowymi. 
Podawany jest głównie na przerzutowego raka jelita 
grubego (CRC), przerzutowego raka piersi, niedrobno-
komórkowego raka płuc, raka jajnika, przerzutowe raki 
nerek i glejaki. Lek osiąga wysoką skuteczność jedynie 
w określonych typach nowotworów, a jego stosowanie 
wiąże się z możliwością wystąpienia ciężkich działań 
niepożądanych: sercowo-naczyniowych, krwawień 
i toksyczności nerkowej [4]. 

Nieselektywne inhibitory kinaz 
tyrozynowych (TKI)

Sunitynib jest wielokierunkowym inhibitorem 
kinazy tyrozynowej (TKI). Ma niską masę cząstecz-
kową, a jego działanie polega na hamowaniu recepto-
rów płytkopochodnego czynnika wzrostu (PDGF-R) 
oraz receptorów czynnika wzrostu śródbłonka 
(VEGFR). Dodatkowo działa hamująco na receptory 
c-KIT, kinazę tyrozynową 3 związaną z  fms (FLT3) 
i  RET. Jednoczesne działanie na te szlaki powoduje 
zmniejszenie unaczynienia guza i obkurczanie się guza 
w wyniku indukcji apoptozy. Na poziomie molekular-
nym udowodniono także oddziaływanie na cytozolowe 
szlaki MEK/ERK i  SAPK/JNK w  komórkach RET/
PTC1. Wynikiem tego jest hamowanie proliferacji 
komórek i  stymulacja ekspresji genu symportera 
sodowo-jodkowego (NIS) w tych komórkach.

Został zarejestrowany do leczenia nowotworów 
podścieliska przewodu pokarmowego (GIST), raka 
nerki i guzów neuroendokrynnych trzustki [28,29].

Sorafenib jest inhibitorem wielokinazowym 
o właściwościach antyangiogennych [30,31]. Główne 

działanie tego leku polega na zahamowaniu kinazy 
tyrozynowej (TKI) i działaniu przeciwko czynnikom 
angiogennym VEGFR i  PDGFR [20,22]. Lek został 
zarejestrowany do leczenia przerzutowego raka nerki 
[31]. 

Pazopanib jest nieselektywnym inhibitorem 
kinazy tyrozynowej (TKI) o  molekularnie wielokie-
runkowym działaniu przeciwnowotworowym. Przede 
wszystkim hamuje receptory czynnika wzrostu śród-
błonka 1, 2 i 3, receptory czynnika wzrostu śródbłonka 
naczyniowego alfa i beta i receptor czynnika wzrostu 
komórek macierzystych c-KIT. Lek ten, poza typowymi 
dla wszystkich inhibitorów kinazy tyrozynowej dzia-
łaniami niepożądanymi, wpływa na zaburzenia pracy 
tarczycy. Został zarejestrowany do leczenia mięsaka 
tkanek miękkich i  raka nerkowokomórkowego (RCC) 
[32,33].

Selektywne inhibitory kinaz 
tyrozynowych

Cz y nni k wzrostu śródbłon ka nacz y nio-
wego (VEGF) jest głównym czynnik iem sty-
mulującym angiogenezę. Poziomy, wielokrotnie 
przewyższające wartości referencyjne, obserwujemy  
w mikrośrodowisku guzów, co przyczynia się do 
powstawania nieprawidłowych naczyń krwionośnych 
guza. Leki antyangiogenne, które blokują szlak VEGF/
VEGFR 2 mogą być potencjalnie użyte do leczenia 
raka [5].

Ich działanie polega na zmniejszeniu ilości 
i rozgałęzień naczyń krwionośnych i doprowadza do 
silnego ich ukrwienia, co wskazuje na normalizację 
i  dojrzewanie naczyń. Takie działanie powoduje 
skuteczniejsze dostarczanie substancji chemicznych 
do guzów co może wzmacniać efekty radioterapii 
i immunoterapii [5].

PF-502 jest inhibitorem PI3K/AKT/mTOR o dzia-
łaniu zbliżonym do VEGFR. Wykazano również sku-
teczność w  indukowaniu rozszczepiania S3 Notch1, 
uwalnianiu domeny wewnątrzkomórkowej Notch 
(NICD) i aktywowaniu genów docelowych w komór-
kach śródbłonka (Hes1, Hey1). Badania wykazały sku-
teczność tego związku w jednoczesnym indukowaniu 
trwałej poprawy funkcji krwi oraz znacząco zmniejszać 
gęstość nowych naczyń krwionośnych. Doprowadza 
do zatrzymania cyklu komórkowego komórek nowo-
tworowych na różnych etapach rozwoju. Już po 24 
godzinach od podania leku wykazano istotny spadek 
wskaźnika proliferacji [5].
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Aksytynib  jest inhibitorem kinazy tyrozynowej 
(TKI) o  molekularnie wielokierunkowym działaniu 
przeciwnowotworowym. [32] Jest silnym i selektyw-
nym inhibitorem VEGF RTK 1, 2 i 3. Lek ten, poza 
typowymi dla wszystkich inhibitorów kinazy tyrozy-
nowej działaniami niepożądanymi, wykazuje działanie 
toksyczności rozwojowej na zarodki Danio rerio wraz 
ze zwiększającą się dawką leku. Dodatkowo dochodzi 
do zaburzenia pracy tarczycy i jej morfologii.

Obecnie dane pochodzące z  wyników badań II 
fazy dają szanse na leczenie czerniaka złośliwego, raka 
nerki, raka trzustki, raka tarczycy, raka piersi, raka 
płuc i raka jelita grubego. Trwają badania III fazy nad 
skutecznością leczenia w raku trzustki i przerzutowym 
raku nerkowokomórkowego (RCC) [34].

miRNA czyli niekodujące fragmenty RNA znalazły 
swoje zastosowanie w leczeniu nowotworów.  Poprzez 
dołączanie się do regionów 3’UTR genów docelowych 
wykazały działanie antyangiogenne. Obecnie są one 
stosowane w leczeniu raka prostaty [2]. 

Podawanie leków w modelu Danio rerio
Jedną z istotnych zalet larwalnego modelu Danio 

rerio jest stosunkowo szeroka dostępność metod 

podawania badanych związków. Najczęściej stosowaną 
techniką jest ekspozycja w „kąpieli wodnej”, polegająca 
na rozpuszczeniu związku w  określonym stężeniu 
w medium hodowlanym (E3). Ze względu na niewielkie 
rozmiary larw oraz częściową przepuszczalność ich 
powłok ciała i nabłonka skrzelowego, bierna absorpcja 
wielu drobnocząsteczkowych związków jest bardzo 
wysoka [35,36]. 

Alternatywne metody podawania obejmują mikro-
iniekcję do układu krążenia lub w pobliże masy guza, 
a  także bezpośrednie nasycenie komórek ksenogra-
ftowych badanym związkiem przed ich implantacją. 
Co zwiększa precyzję dostarczania substancji i  są 
szczególnie przydatne w przypadku związków o słabej 
rozpuszczalności w wodzie lub ograniczonej penetracji 
przez skórę [37].

Niemniej, „kąpiel wodna” wiąże się z  szeregiem 
istotnych ograniczeń praktycznych, które mogą zna-
cząco wpływać na odtwarzalność i interpretowalność 
wyników eksperymentalnych. Po pierwsze, rzeczywi-
sta biodostępność danego związku jest uwarunkowana 
jego właściwościami fizykochemicznymi, w szczegól-
ności lipofilnością (logP) oraz masą cząsteczkową. 
Analiza 700 związków aktywnych w modelach Danio 

Rycina przygotowana przez autorkę (Pawlak K.) w programie Canva.
ADP – difosforan adenozyny (ang. adenosine diphosphate); ATP – trifosforan adenozyny (ang. adenosine triphosphate)

Rycina III.	Leki antyangiogenne w modelu Danio rerio
Figure III.	Anti-angiogenic drugs in the Danio rerio model
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rerio wykazała, że skutecznie wchłaniane substancje 
mieszczą się zazwyczaj w  przedziale masy cząstecz-
kowej 200-500 Da i wykazują wartość clogP ≤5,3 [38]. 

Ponadto, chorion obecny we wczesnych stadiach 
rozwojowych stanowi dodatkową barierę dyfuzyjną 
o  niejednorodnej przepuszczalności. Wykazano, że 
jego obecność może istotnie obniżać czułość wykry-
wania działania teratogennego w porównaniu z zarod-
kami pozbawionymi chorionu, co świadczy o jego roli 
jako bariery dla określonych związków [39,40].

Kolejno, larwalne enzymy metabolizmu kseno-
biotyków, w tym izoformy cytochromu P450, takie jak 
CYP1A, CYP2B6 i CYP3A65, wykazują aktywność już 
od wczesnych stadiów rozwojowych (od około 24 hpf), 
co może prowadzić do biotransformacji badanego 
związku i  utrudniać bezpośrednie ekstrapolowanie 
wyników farmakokinetycznych na układy ssacze 
[41‑43]. Wybór właściwej metody podawania powinien 
być zatem podyktowany nie tylko właściwościami 
fizykochemicznymi związku i  celem eksperymentu, 
lecz także systematyczną oceną wymienionych barier 
biologicznych, tak aby obserwowane efekty in vivo 
odzwierciedlały zamierzone działanie farmakologiczne 
[4,6].

Podsumowanie
Model larwalny Danio rerio stanowi coraz szerzej 

stosowane narzędzie w  przedklinicznych badaniach 
nad lekami antyangiogennymi, umożliwiając ocenę 
ich skuteczności, mechanizmu działania oraz profilu 
bezpieczeństwa w warunkach in vivo. W odróżnieniu 
od klasycznych układów in vitro, model Danio rerio 
pozwala na analizę aktywności biologicznej związku 
w  kontekście całego żywego organizmu, z  uwzględ-

nieniem interakcji międzykomórkowych, dystrybucji 
tkankowej i systemowego wpływu na rozwijający się 
układ naczyniowy [6,7]. Istotna jest również kry-
tyczna ocena zarówno modeli transgenicznych, jak 
i  ksenoprzeszczepowych, która wymaga uwzględ-
nienia szeregu istotnych ograniczeń metodycznych 
i  biologicznych, co wymaga każdorazowej walidacji 
warunków eksperymentalnych [44]. Dodatkowo, 
„kąpiel wodna” uniemożliwia dokładne określenie 
dawki analizowanych leków lub związków [45]. 

Zarówno modele transgeniczne, jak i ksenografty 
charakteryzują się ograniczoną możliwością odwzo-
rowania pełnej heterogenności mikrośrodowiska guza 
[46]. Wreszcie, brak ujednoliconych protokołów eks-
perymentalnych, obejmujących temperaturę inkubacji, 
metodę znakowania komórek nowotworowych, czas 
trwania ekspozycji na lek oraz stosowane parametry 
ilościowe angiogenezy, utrudnia porównywalność 
wyników między laboratoriami i ich metaanalizę [47].
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