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Streszczenie

Artykul przedstawia przeglad zastosowania larwalnego modelu Danio rerio w badaniach angiogenezy nowotwo-
rowej oraz terapii antyangiogennych. Angiogeneza odgrywa kluczowg role w rozwoju nowotwordw, umozliwiajac
wzrost guza i powstawanie przerzutdw, co czyni ja waznym celem terapeutycznym. W pracy oméwiono mechanizmy
molekularne regulujace ten proces, ze szczegdlnym uwzglednieniem VEGF (naczyniowo-srodblonkowy czynnik
wzrostu), a takze metody oceny angiogenezy. Zwrécono uwage na ograniczenia tradycyjnych modeli badawczych
oraz rosnaca role Danio rerio jako organizmu modelowego. W artykule podkreslono znaczenie ksenoprzeszczepow,
umozliwiajacych analize interakcji miedzy komoérkami nowotworowymi, a ukltadem naczyniowym oraz ocene
skuteczno$ci lekow. (Farm Wspét 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 Wspét 2026; 19: 134-146) doi:
10.53139/FW.20261918
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Wstep choréb nowotworowych angiogeneza ulega deregulacji

Angiogeneza, definiowana jako proces powsta- i staje sie jednym z fundamentalnych mechanizméow
wania nowych naczyn krwionosnych z juz istniejacej umozliwiajacych wzrost guza, jego progresje oraz two-
sieci naczyniowej, odgrywa kluczowa role zaréwno rzenie przerzutéw. Nowotwory, poprzez wydzielanie
w fizjologii organizmu, jak i w patogenezie wielu cho- czynnikéw proangiogennych, takich jak naczyniowo-
réb, w tym nowotworéw. W warunkach fizjologicznych -$rodblonkowy czynnik wzrostu (VEGF), indukuja
jest ona niezbedna dla proceséw takich jak gojenie powstawanie nieprawidtowej, chaotycznej sieci naczyn,
ran czy rozwdj embrionalny [1]. Jednak w przebiegu ktéra zapewnia doplyw tlenu i sktadnikéw odzyw-

ORCID: Agnieszka Karbownik 0000-0002-3724-0548

134



FARMACJA WSPOLCZESNA 2026; 19: 134-146

czych, a jednoczesnie sprzyja rozsiewowi komorek
nowotworowych [1,2].

Zrozumienie mechanizméw regulujacych angio-
geneze nowotworowa doprowadzifo do rozwoju terapii
antyangiogennych, ktére stanowia istotny element
wspolczesnego leczenia onkologicznego. Leki ukie-
runkowane na szlaki sygnalowe zwigzane z VEGF
ijego receptorami, w tym przeciwciata monoklonalne
oraz inhibitory kinaz tyrozynowych, znalazty zasto-
sowanie w terapii wielu typéw nowotwordw, takich
jak nowotwory ginekologiczne, rak jelita grubego,
rak nerki czy rak ptuca [2]. Pomimo poczatkowych
sukcesow klinicznych, skuteczno$¢ tych terapii bywa
ograniczona ze wzgledu na rozwdj opornosci, hete-
rogenno$¢ guzow oraz zlozonoé¢ mikrosrodowiska
nowotworowego. W zwigzku z tym istnieje potrzeba
poszukiwania nowych modeli badawczych, ktére
umozliwig lepsze zrozumienie proceséw angiogenezy
oraz efektywniejszg ocene lekow.

Tradycyjnie stosowane modele badawcze, takie
jak hodowle komoérkowe in vitro czy modele zwierzece
oparte na ssakach, posiadajg istotne ograniczenia.
Modele in vitro nie odzwierciedlaja w pelni ztozonego
mikros$rodowiska guza, natomiast modele ssacze, cho¢
bardziej zblizone do warunkéw klinicznych, sg kosz-
towne, czasochtonne i trudniejsze do zastosowania
w badaniach wysokoprzepustowych. Dlatego coraz
wieksze zainteresowanie jest zwigzane z wykorzy-
staniem modelu Danio rerio, zwlaszcza w stadium
larwalnym, jako narzedzia do badan nad angiogeneza
NnoOwotworows.

Larwalny model Danio rerio charakteryzuje si¢
szeregiem unikalnych cech, ktére czynig go szcze-
go6lnie przydatnym w badaniach biomedycznych.
Przezroczysto$¢ zarodkéw umozliwia bezposrednig
obserwacje proceséw biologicznych in vivo, w tym
dynamiki powstawania naczyn krwiono$nych [1-3].

Szczegdlne znaczenie ma réowniez mozliwos$é
tworzenia modeli ksenoprzeszczepdw (ksenograftow),
w ktorych ludzkie komoérki nowotworowe sg implan-
towane do larw Danio rerio. Takie podejscie pozwala
na analize interakcji pomiedzy komérkami nowo-
tworowymi a ukladem naczyniowym gospodarza,
ocene potencjatu angiogennego guza oraz testowanie
skutecznosci terapii antyangiogennych w warunkach
in vivo [4,5].

Celem niniejszej publikacji przegladowej jest
przedstawienie aktualnego stanu wiedzy na temat
wykorzystania larwalnego modelu Danio rerio
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w badaniach angiogenezy nowotworowej oraz ocena
jego przydatnosci w badaniach nad terapiami anty-
angiogennymi.

Metodyka

Niniejszg publikacje przegladowa opracowano na
podstawie analizy literatury dostepnej w bazach danych
PubMed, Consensus oraz Google Scholar. Wyszukiwane
hasta obejmowalty: angiogeneza, Danio rerio, danio pre-
gowany, model larwalny, ksenoprzeszczep, ksenograft,
terapie antyangiogenne, linie reporterowe. Do przegladu
zakwalifikowano oryginalne artykuty opublikowane
w jezyku angielskim w latach 2006-2024. W pracy
uwzgledniono zaréwno badania in vitro jak i in vivo,
koncentrujace si¢ na zastosowaniu modelu Danio rerio
w badaniach angiogenezy nowotworowej oraz ocenie
skutecznosci terapii antyangiogennych.

Model Danio rerio — podstawy
biologiczne

Danio rerio stal si¢ popularnym organizmem
modelowym w badaniach biomedycznych, poniewaz
jako kregowiec ma duzg zgodno$¢ genetyczna z czlo-
wiekiem (okoto 70% genéw) [6]. Jego gtéwna zaletq jest
przezroczysto$¢ zarodkow ilarw, co umozliwia obser-
wowanie procesow takich jak angiogeneza czy interak-
cje komorek nowotworowych w czasie rzeczywistym,
zwlaszcza przy uzyciu technik fluorescencyjnych.
Dodatkowo dzigki mozliwo$ci stosowania reporteréw
genowych oraz systemoéw $ledzenia linii komérkowych
(ang. lineage tracing), mozliwa jest analiza pochodzenia
iloséw poszczegélnych populacji komoérek [1,4,6,7].

Rozwdj podstawowych struktur narzagdowych,
w tym uktadu krazenia u Danio rerio przebiega bardzo
szybko (24-48 godzin po zaplodnieniu). Szlaki sygna-
towe regulujace wezesny rozwéj uktadu naczyniowego
sg analogiczne do tych obserwowanych u ssakéw, w tym
VEGEF (ang. Vascular Endothelial Growth Factor), Notch
czy FGF (ang. Fibroblast Growth Factors) [2]. Dodatkowo
larwy Danio rerio s3 powszechnie wykorzystywane
w tworzeniu modeli ksenoprzeszczepdéw. Wynika to
z faktu, ze we wczesnych stadiach rozwoju larwalnego
ich uktad odpornosci adaptacyjnej (swoistej) nie jest
jeszcze funkcjonalny. Dojrzale, funkcjonalne limfocyty
T pojawiaja sie w grasicy larw dopiero miedzy 9. a 11.
dniem po zaplodnieniu (dpf, ang. days post-fertilization),
natomiast pelng dojrzalo$¢ limfocytéw B oraz zdolnos¢
do syntezy immunoglobulin (gléwnie IgM i IgZ) model
ten osiaga znacznie pozniej — dopiero miedzy 4. a 6. tygo-
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dniem zycia. W efekcie, w ciagu pierwszych kilkunastu
dni rozwoju, larwy polegaja wylacznie na odpornosci
wrodzonej (nieswoistej), co zapobiega immunologicz-
nemu odrzuceniu obcych komoérek i umozliwia udang
implantacje ksenoprzeszczepu bez koniecznosci stoso-
wania chemicznej immunosupresji [8,9].

Ograniczenia modelu Danio rerio obejmuja
istotne roznice fizjologiczne wzgledem ssakow, w tym
odmienno$ci w metabolizmie ksenobiotykéw oraz
makroskopowej i mikroskopowej strukturze niekto-
rych narzadéw. W zakresie metabolizmu lekéw, cho¢
genom Danio rerio koduje liczne cytochromy P450, ich
specyficzno$¢ substratowa czesto odbiega od ludzkie;j.
Przyktadem s3 enzymy z rodziny CYP3 (odpowied-
niki ludzkiej rodziny CYP3A, odpowiedzialnej za
metabolizm wigkszo$ci lekéw). Profil metaboliczny
ryb wykazuje istotne odmiennosci ilosciowe i jako-
$ciowe. Przyktadowo, testosteron - standardowy
substrat dla ludzkiego CYP3A4 - jest metabolizowany
odmiennie przez enzymy Danio rerio, nie tworzac
charakterystycznego dla ssakéw profilu pochodnych
6p-hydroksytestosteronu [10].

Ponadto, uproszczona anatomia niektorych
uktadéw ogranicza translacyjno$¢ wynikow. Uklad
krazenia Danio rerio opiera sie na sercu dwujamowym
(jeden przedsionek i jedna komora), a wymiana gazowa
zachodzi bez udziatu ptuc [11]. Z kolei w uktadzie
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Rycina przygotowana przez autorke (Pawlak K.) w programie Canva.

RycinaI. Charakterystyczne cechy modelu Danio rerio
Characteristic features of the Danio rerio model

Figure L.
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pokarmowym tych ryb wystepuje anatomiczny brak
wydzielajacego kwas zoladka oraz brak gruczotow
zotadkowych (funkcje te pelni tzw. opuszka jelitowa,
ang. intestinal bulb). Przeklada sie to na stale, zasadowe
pH $rodowiska trawiennego (pH 27,5), co istotnie
modyfikuje profil wchianiania, stabilno$¢ chemiczna
ibiodostepnos¢ czasteczek podawanych droga doustng
w poréwnaniu do $rodowiska zotagdka ssakéw [11,12].
Ponadto brak w pelni rozwinietego uktadu odporno-
$ciowego w stadium larwalnym ogranicza mozliwo$¢
badania pelnych, dtugoterminowych interakcji immu-
nologicznych w mikro$rodowisku guza [5,8].

Modele angiogenezy nowotworowej
u Danio rerio

Model larwalny Danio rerio stanowi obecnie jedno
z najbardziej obiecujacych narzedzi do badania angio-
genezy nowotworowej w warunkach in vivo. Dzieki
polaczeniu przezroczystosci zarodkéw, dostepnosci
linii transgenicznych oraz mozliwosci przeszczepiania
komorek nowotworowych, umozliwia on bezposrednia
obserwacje interakcji pomiedzy guzem a ukladem
naczyniowym gospodarza. W zaleznosci od celu bada-
nia stosuje sie rézne strategie modelowania angioge-
nezy nowotworowej, z ktérych najwazniejsze obejmuja
modele ksenoprzeszczepow oraz analizy funkcjonalne
uktadu naczyniowego.
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Modele ksenoprzeszczepow (ksenograft)

Najczegsciej stosowana metoda badania angioge-
nezy nowotworowej u Danio rerio jest implantacja
komérek nowotworowych do organizmu larwy.
W modelach tych wykorzystuje si¢ zaréwno linie
komorkowe (ang. cell line-derived xenografts, CDX),
jakikomorki pochodzace bezposrednio od pacjentéw
(ang. patient-derived xenografts, PDX). Komorki nowo-
tworowe s uprzednio znakowane fluorescencyjnie, co
umozliwia ich $ledzenie po implantacji.

Do najczg$ciej wykorzystywanych miejsc iniekcji
naleza:

- przestrzen okolowitellinowa (ang. perivitelline
space),

- woreczek z6ttkowy (ang. yolk sac),

- krazenie (np. zatoka Cuviera) w badaniach prze-
rzutowania [6].

Wydajnos¢ implantacji, przezywalno$¢ oraz dyna-
mika proliferacji i migracji komorek guza nie sg jednak
cechami uniwersalnymi dla wszystkich linii komérko-
wych. Wlasciwosci te sa $cisle uwarunkowane czynni-
kami metodologicznymi, takimi jak stadium rozwojowe
gospodarza, wybrane miejsce iniekcji oraz temperatura
inkubacji (zazwyczaj obnizona do 31-34°C). W literatu-
rze wykazano, ze linie komérkowe wykazujg skrajnie
rozng efektywnos¢ w tym modelu. Przyktadowo, pod-
czas gdy linie raka piersi o agresywnym fenotypie, takie
jak MDA-MB-231, wykazuja wysoka przezywalnos¢
i silng indukcje angiogenezy, inne linie - np. MCF-7
(zalezna od estrogenow) — w modelu larwalnym charak-
teryzuja si¢ znacznie nizszg wydajno$cig wszczepiania,
apo iniekcji wykazuja drastycznie ograniczona zdolnosé
do podziatéw komorkowych in vivo bez dodatkowej
suplementacji hormonalnej [13]. Co wiecej, obnizona
temperatura inkubacji (ponizej 34°C) sprawia, ze czes¢
ludzkich linii komérkowych (co wykazano m.in. dla
niektérych linii raka jelita grubego, takich jak HCT116
lub HT29) wchodzi w stan zahamowania cyklu komor-
kowego, co skutkuje brakiem realnej proliferacji, a nawet
masowg apoptoza komdrek guza w ciele ryby [13,14].

W optymalnych warunkach eksperymentalnych
wprowadzone komorki nowotworowe wykazuja jed-
nak zdolnos¢ do oddziatywania z mikro$rodowiskiem
gospodarza. Kluczowym aspektem tych modeli jest
zdolnos$¢ komorek guza do indukowania angiogenezy
poprzez wydzielanie czynnikéw proangiogennych,
co prowadzi do wzrostu i przebudowy lokalnej sieci
naczyniowej [2,5,6].
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Interakcja guz-uktad naczyniowy

Jedng z najwiekszych zalet modelu Danio rerio
jest mozliwo$¢ bezposredniej wizualizacji procesow
angiogenezy indukowanej przez nowotwoér. Komdrki
nowotworowe, po implantacji, wydzielaja czynniki
takie jak VEGF, ktore stymulujg proliferacje i migracje
komorek $rodbtonka. W efekcie dochodzi do:

- tworzenia nowych naczyn skierowanych w strone
guza,

- zwigkszenia liczby rozgalezien naczyniowych,

- zmiany morfologii istniejacych naczyn,

- wzrostu przepuszczalnoéci srodbtonka [3,4].

W odroéznieniu od modeli in vitro, procesy te
zachodzg w kontekscie catego organizmu, co pozwala
uwzgledni¢ wpltyw czynnikéw mechanicznych, meta-
bolicznych oraz interakeji komérkowych. Dodatkowo
model ten umozliwia jednoczesng analize¢ angiogenezy
i proceséw przerzutowania, poniewaz nowo powstate
naczynia moga stanowi¢ droge rozsiewu komorek
nowotworowych.

Mechanizmy angiogenezy zaleznej od
VEGF

Danio rerio jest cennym narzedziem do oceny
wplywu sygnalizacji VEGF na angiogeneze, ze wzgledu
na to, ze posiada prostg i dobrze scharakteryzowana
sie¢ naczyniowg pnia. Sklada si¢ ona z pojedynczej
tylnej zyly gtéwnej oraz aorty grzbietowej z ktorej
w procesie angiogenezy formuja sie naczynia miedzy-
segmentowe (ang. Intersegmental Vessels, ISV) [15,16].

Kluczowg role w regulacji angiogenezy odgrywa
czynnik wzrostu §rédblonka naczyniowego A (ang.
Vascular Endothelial Growth Factor A, Vegfa). Vegfa
wigze sie z receptorem Vegfr2 (Kdrl), w wyniku
czego, dochodzi do aktywacji szeregu wewnatrz-
komérkowych szlakéw sygnatowych, 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), ktére odpo-
wiadaja za regulacje proliferacji, przezycia i migracji
komorek [16,17]. U zarodkéw Danio rerio z mutacjami
w genach kdrl i plcgl obserwuje sie uszkodzenia
w naczyniach pnia, zaburzenie réznicowania tetnic,
opdzniony rozwdj ISV i przetoke tetniczo-zylna [16].

Niektdre badania sugeruja, ze elementy sygnali-
zacji Vegf moga by¢ modulowane takze przy pomocy
podjednostek biatka G, jednak do potwierdzenia tych
mechanizmoéw regulacji szlaku potrzebne sa dalsze
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badania [18]. Réwnoczesénie z szlakiem Vegf w angio-
genezie udzial bierze szlak Notch, ktéry zmniejsza
aktywacje ERK (ang. Extracellular Signal-Regulated
Kinase) i hamuje kielkowanie. Prowadzi on z jednej
strony do ograniczenia liczby komérek “tip”, cha-
rakteryzujacych sie wysoka aktywnoscia sygnalizacji
VEGF i zwigkszong ekspresja receptora Flt4 (Vegfr3),
azdrugiej strony promuje roznicowanie sie sasiednich
komorek typu “stalk” odpowiedzialnych za wydtuzanie
i stabilizacje naczynia [15,16,19,20].

Vegfa
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flt4
dil4

l

DIll4
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Notch1b

geny odpowiadajgce
na Notch

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

Dll4 - biatko DIl4 (ang. Ligand Delta-like 4); ERK - kinaza regu-
lowana sygnalami zewnatrzkomérkowymi (ang. Extracellular
Signal-Regulated Kinase); Flt4 - kinaza tyrozynowa 4 typu Fms
(ang. Fms-related tyrosine kinase 4); Notch - szlak sygnatowy Notch
(ang. Notch signaling pathway); Plcgl - fosfolipaza C gamma 1 (ang.
Phospholipase C gamma 1); Vegfa — naczyniowo-srédblonkowy
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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W komorkach typu “tip”, Vegfa aktywuje ERK
poprzez Plcgl, co prowadzi do zwickszonej ekspresji
genow flt41dll4 1w konsekwencji promowania angioge-
nezy, z kolei aktywacja szlaku Notch za posrednictwem
DIl4 w komorkach “stalk” prowadzi do zmniejszenia
aktywacji ERK i zahamowania kietkowania.

Metody oceny angiogenezy

Analiza angiogenezy w modelu Danio rerio opiera
sie gtéwnie na technikach obrazowania fluorescencyj-
nego. Najczesciej wykorzystuje sie linie transgeniczne
z ekspresja biatek fluorescencyjnych w komérkach
$rédblonka, co umozliwia szczegdtowa ocene archi-
tektury naczyn.

Do podstawowych parametréw ilo$ciowych
nalezg:

- dlugos¢ naczyn krwionosnych,

- liczba i gestos¢ rozgalezien,

- powierzchnia unaczynienia w obrebie guza,

- liczba nowo powstalych naczyn (ang. angiogenic
sprouting),

- perfuzja naczyn oraz ich droznos¢ [3].

Dodatkowo mozliwe jest zastosowanie markerow
proliferacji i apoptozy komérek srodbtonka, co pozwala
na ocen¢ dynamiki proceséw angiogennych.

W badaniach wymagajacych wysokiej roz-
dzielczosci czasowo-przestrzennej wykorzystuje sie
mikroskopie arkusza $wiatta (LSEM, ang. Light-Sheet
Fluorescence Microscopy), ktdra wykazuje istotng prze-
wage technologiczng nad standardowg mikroskopia
szerokiego pola czy konfokalng (CLSM). W przeci-
wienstwie do tradycyjnego obrazowania konfokalnego,
gdzie zbiezna wigzka lasera intensywnie naswietla cata
objeto$¢ tkanki prowadzac do szybkiego wygaszania
fluorescencji (fotobleachingu) i fototoksycznosci,
w technologii LSFM plaszczyzna o$wietlenia jest pro-
stopadta do osi detekeji. Pobudzeniu ulega wylacznie
cienki, wyselekcjonowany optycznie arkusz probki
(o grubosci rzedu mikrometréw). Pozwala to na
redukcje obcigzenia fototoksycznego o kilkaset razy
i umozliwia prowadzenie ciaglego, wielogodzinnego
obrazowania in vivo wrazliwych struktur naczynio-
wych bez zakl6cania rozwoju larwy [21].

Ponadto, zastosowanie szybkich detektorow
matrycowych w LSFM zamiast skanowania punk-
towego za pomocg fotopowielaczy (charakterystycz-
nego dla CLSM) skraca czas akwizycji pojedynczych
przekrojow do milisekund. Eliminuje to problem roz-
mycia ruchu i umozliwia precyzyjna, tréjwymiarowa
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rekonstrukcje (3D + czas) dynamicznych proceséw
hemodynamicznych oraz pgczkowania naczyn w czasie
rzeczywistym [21, 22].

Modele funkcjonalne i manipulacje
genetyczne

Model Danio rerio pozwala nie tylko na obser-
wacje angiogenezy, ale takze na jej modyfikacje
poprzez ingerencje w ekspresje genéw. W tym
celu stosuje sie: morpholino (knockdown gendw),
CRISPR/Cas9 (mutacje genowe), linie transgeniczne
z nadekspresja okreslonych gendéw. Manipulacje
te umozliwiaja badanie roli konkretnych szlakéow
sygnatowych w regulacji angiogenezy, w tym VEGEF,
Notch czy HIF. Dzigki temu mozliwe jest mode-
lowanie zaréwno nadmiernej angiogenezy (jak
w nowotworach), jak i jej zahamowania [2,5,6].

Linie reporterowe naczyn krwionosnych
W celu wizualizacji rozwoju i funkcjonowania
uktadu naczyn krwionoénych stworzono transge-
niczne linie Danio rerio, w ktérych specyficzne pro-
motory genéw srodblonka odpowiadaja za ekspresje
fluorescencyjnych biatek np. GFP, EGFP, mCherry.
Poréwnanie najczesciej wykorzystywanych linii repor-
terowych zestawiono w ponizszej tabeli [23-27].
Zastosowanie fluorescencyjnych reporteréw
umozliwia $ledzenie rozwoju dynamiki komdrek
podczas paczkowania naczyn, analize proliferacji
i migracji komorek $rodblonka oraz oceng tworzenia

TabelaI. Gléwne linie reporterowe Danio rerio

TableI.  Major Danio rerio reporter lines
Cecha LI E]
Ekspresja pan-endotelialna

specyficzna ekspresja w ko-
morkach srédbtonka naczyn
krwionosnych

i stabilizacji sieci naczyniowej. Pomimo licznych zalet,
linie reporterowe maja takze ograniczenia. Ekspresja
biatka reporterowego u Danio rerio nie zawsze jest
taka sama jak ekspresja biatka ortologicznego, czego
przyczynag sa roznice w elementach promotorowych
miedzy gatunkami. Jednak nowoczesne technologie
rozwoju genomu, takie jak CRISPR/Cas9, pozwalaja na
tworzenie linii typu knock-in, ktére bardziej nasladuja
endogenng ekspresje genow [23,24].

Mechanizmy dziatania lekéw
antyangiogennych

Terapie antyangiogenne s3 ukierunkowane
gléwnie na zahamowanie szlakéw sygnatowych
odpowiedzialnych za proliferacje, migracje i przezycie
komorek $rédblonka. Kluczowa role odgrywa tutaj o$
VEGEF-VEGEFR, ktorej aktywacja prowadzi do powsta-
wania nowych naczyn krwiono$nych. Leki stosowane
w terapii antyangiogennej mozna podzieli¢ na kilka
gtéwnych grup:

a. przeciwciata monoklonalne (np. bewacyzumab),
ktore neutralizuja VEGEF,

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

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

Model Danio rerio umozliwia analize dziatania
tych lekéw na poziomie catego organizmu, co pozwala

kdrl (fik1) tie2

ekspresja w komodrkach
dojrzatego srédbtonka

Szlak molekular-
ny

ETS (czynnik transkryp-
cyiny)

VEGFR2

angiopoetyna/Tie2

komorki srédbtonka, pro-
genitory, niektére komorki
hematopoetyczne

Komorki docelo-
we

komorki srédbtonka

dojrzate komorki srédbton-
ka

wizualizacja naczyn, mi-

Zastosowanie gracji i proliferaciji

analiza angiogenezy, odpo-
wiedz na VEGF

stabilizacja naczyn, remo-
deling

wczesna ekspresja, wy-

specyficznos¢ dla dojrza-

Srodbtonkiem

Zalety soka intensywnos¢ sy- wieksza swoistos¢ dla naczyn tych naczyn
gnatu
Wady ekspresja takze poza moze nie obejmowac wszyst- | mniej przydatne we wcze-

kich progenitorow

snej angiogenezie

Tg(flila:EGFP), Tg(flila-
LifeAct-GFP)

T lini
ypowe linie ry)

Tg(kdrl:EGFP), Tg(kdrl:mCher-

Tg(tie2:GFP)
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na ocene ich efektow nie tylko na $rédblonek, ale takze
na inne elementy mikro$rodowiska nowotworowego.

Przeciwciata monoklonalne
neutralizujagce VEGF

Bewacyzumab to humanizowane przeciwcialo
monoklonalne, ktérego mechanizm dziatania polega na
blokowaniu trzech ludzkich izoform VEGF-A. W formie
zwigzanej nie jest mozliwa interakcja VEGF-A z jego
receptorami, co powoduje upo$ledzenie sygnalizacji oraz
angiogenezy. Komoérki nowotworowe moga réwniez
eksportowac receptory, ktore reaguja na ten szlak, dzieki
czemu kontrolujg proliferacje, przezycie i migracje
komoérek nowotworowych. VEGF-A, poprzez dziatanie
na réznych etapach kaskady inwazji i przerzutéw moze
paradoksalnie zmniejszaé lub tez wywolywac przerzuty.

Aktualnie jest stosowany w monoterapii lub
w skojarzeniu z lekami przeciwnowotworowymi.
Podawany jest gléwnie na przerzutowego raka jelita
grubego (CRC), przerzutowego raka piersi, niedrobno-
komorkowego raka ptuc, raka jajnika, przerzutowe raki
nerek i glejaki. Lek osiaga wysoka skutecznos¢ jedynie
w okreslonych typach nowotwordw, a jego stosowanie
wiaze si¢ z mozliwoscig wystapienia ciezkich dziatan
niepozadanych: sercowo-naczyniowych, krwawien
i toksycznosci nerkowe;j [4].

Nieselektywne inhibitory kinaz
tyrozynowych (TKI)

Sunitynib jest wielokierunkowym inhibitorem
kinazy tyrozynowej (TKI). Ma niskg mase czgstecz-
kowa, a jego dziatanie polega na hamowaniu recepto-
réow plytkopochodnego czynnika wzrostu (PDGF-R)
oraz receptoréw czynnika wzrostu srédbtonka
(VEGFR). Dodatkowo dziata hamujgco na receptory
¢-KIT, kinaze tyrozynowa 3 zwigzang z fms (FLT3)
i RET. Jednoczesne dziatanie na te szlaki powoduje
zmniejszenie unaczynienia guza i obkurczanie sie guza
w wyniku indukcji apoptozy. Na poziomie molekular-
nym udowodniono takze oddzialywanie na cytozolowe
szlaki MEK/ERK i SAPK/JNK w komodrkach RET/
PTC1. Wynikiem tego jest hamowanie proliferacji
komorek i stymulacja ekspresji genu symportera
sodowo-jodkowego (NIS) w tych komérkach.

Zostal zarejestrowany do leczenia nowotworéw
podscieliska przewodu pokarmowego (GIST), raka
nerki i guzéw neuroendokrynnych trzustki [28,29].

Sorafenib jest inhibitorem wielokinazowym
o wlasciwos$ciach antyangiogennych [30,31]. Gléwne
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dzialanie tego leku polega na zahamowaniu kinazy
tyrozynowej (TKI) i dziataniu przeciwko czynnikom
angiogennym VEGFR i PDGFR [20,22]. Lek zostat
zarejestrowany do leczenia przerzutowego raka nerki
[31].

Pazopanib jest nieselektywnym inhibitorem
kinazy tyrozynowej (TKI) o molekularnie wielokie-
runkowym dziataniu przeciwnowotworowym. Przede
wszystkim hamuje receptory czynnika wzrostu $rod-
blonka 1,213, receptory czynnika wzrostu $rédbtonka
naczyniowego alfa i beta i receptor czynnika wzrostu
komorek macierzystych c-KIT. Lek ten, poza typowymi
dla wszystkich inhibitoréw kinazy tyrozynowej dzia-
taniami niepozadanymi, wptywa na zaburzenia pracy
tarczycy. Zostal zarejestrowany do leczenia migsaka
tkanek miekkichi raka nerkowokomérkowego (RCC)
[32,33].

Selektywne inhibitory kinaz
tyrozynowych

Czynnik wzrostu $rédblonka naczynio-
wego (VEGF) jest gtéwnym czynnikiem sty-
mulujacym angiogeneze. Poziomy, wielokrotnie
przewyzszajace wartosci referencyjne, obserwujemy
w mikrosrodowisku guzéw, co przyczynia sie do
powstawania nieprawidtowych naczyn krwionosnych
guza. Lekiantyangiogenne, ktore blokuja szlak VEGF/
VEGEFR 2 moga by¢ potencjalnie uzyte do leczenia
raka [5].

Ich dziatanie polega na zmniejszeniu ilosci
i rozgalezien naczyn krwionoénych i doprowadza do
silnego ich ukrwienia, co wskazuje na normalizacje
i dojrzewanie naczyn. Takie dziatanie powoduje
skuteczniejsze dostarczanie substancji chemicznych
do guzéw co moze wzmacnia¢ efekty radioterapii
i immunoterapii [5].

PF-502 jest inhibitorem PI3K/AKT/mTOR o dzia-
taniu zblizonym do VEGFR. Wykazano réwniez sku-
teczno$¢ w indukowaniu rozszczepiania S3 Notchl,
uwalnianiu domeny wewnatrzkomérkowej Notch
(NICD) i aktywowaniu genéw docelowych w komor-
kach srodbtonka (Hesl, Heyl). Badania wykazaty sku-
teczno$¢ tego zwigzku w jednoczesnym indukowaniu
trwalej poprawy funkcji krwi oraz znaczgco zmniejszaé
gesto$¢ nowych naczyn krwiono$nych. Doprowadza
do zatrzymania cyklu komérkowego komorek nowo-
tworowych na réznych etapach rozwoju. Juz po 24
godzinach od podania leku wykazano istotny spadek
wskaznika proliferacji [5].
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Aksytynib jest inhibitorem kinazy tyrozynowej
(TKI) o molekularnie wielokierunkowym dziataniu
przeciwnowotworowym. [32] Jest silnym i selektyw-
nym inhibitorem VEGF RTK 1, 2 i 3. Lek ten, poza
typowymi dla wszystkich inhibitoréw kinazy tyrozy-
nowej dziataniami niepozgdanymi, wykazuje dziatanie
toksycznosci rozwojowej na zarodki Danio rerio wraz
ze zwiekszajaca si¢ dawka leku. Dodatkowo dochodzi
do zaburzenia pracy tarczycy i jej morfologii.

Obecnie dane pochodzace z wynikéw badan II
fazy daja szanse na leczenie czerniaka ztosliwego, raka
nerki, raka trzustki, raka tarczycy, raka piersi, raka
pluciraka jelita grubego. Trwaja badania III fazy nad
skuteczno$cig leczenia w raku trzustki i przerzutowym
raku nerkowokomorkowego (RCC) [34].

miRNA czyli niekodujace fragmenty RNA znalazty
swoje zastosowanie w leczeniu nowotwordéw. Poprzez
dotaczanie si¢ do regionéw 3’'UTR gendéw docelowych
wykazaly dziatanie antyangiogenne. Obecnie sg one
stosowane w leczeniu raka prostaty [2].

Podawanie lekéw w modelu Danio rerio
Jedng z istotnych zalet larwalnego modelu Danio
rerio jest stosunkowo szeroka dostepno$¢ metod

Anty-VEGF
\\ }{ przeciwcaita anty-VEGF

=\

Inhibitory kinaz tyrozynowych

inhibitory VEGFR

ToToeg.

*q >
n —_— n
poliferacja migracja

® blokada szlaku kinazowego

® zahamowanie angiogenezy

l tworzenie naczyn
l rozgatezienia
l unaczynienie guza

"

Rycina przygotowana przez autorke (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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podawania badanych zwiazkéw. Najczesciej stosowang
technika jest ekspozycja w ,,kapieli wodnej”, polegajaca
na rozpuszczeniu zwigzku w okre$lonym stezeniu
w medium hodowlanym (E3). Ze wzgledu na niewielkie
rozmiary larw oraz cze$ciowa przepuszczalno$¢ ich
powlok ciata i nablonka skrzelowego, bierna absorpcja
wielu drobnoczasteczkowych zwigzkéw jest bardzo
wysoka [35,36].

Alternatywne metody podawania obejmujg mikro-
iniekcje do uktadu krazenia lub w poblize masy guza,
a takze bezpo$rednie nasycenie komorek ksenogra-
ftowych badanym zwigzkiem przed ich implantacja.
Co zwigksza precyzje dostarczania substancji i sa
szczegolnie przydatne w przypadku zwigzkéw o stabej
rozpuszczalnos$ci w wodzie lub ograniczonej penetracji
przez skore [37].

Niemniej, ,kapiel wodna” wiaze si¢ z szeregiem
istotnych ograniczen praktycznych, ktére moga zna-
czgco wplywad na odtwarzalno$¢ i interpretowalnosé
wynikéw eksperymentalnych. Po pierwsze, rzeczywi-
sta biodostepno$¢ danego zwigzku jest uwarunkowana
jego wiasciwosciami fizykochemicznymi, w szczegol-
nosci lipofilnoscia (logP) oraz masa czasteczkowsy.
Analiza 700 zwiazkéw aktywnych w modelach Danio

xenograft
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rerio wykazata, ze skutecznie wchlaniane substancje
mieszczg sie zazwyczaj w przedziale masy czastecz-
kowej 200-500 Da i wykazuja wartos¢ clogP <5,3 [38].

Ponadto, chorion obecny we wczesnych stadiach
rozwojowych stanowi dodatkowa bariere dyfuzyjna
o niejednorodnej przepuszczalnosci. Wykazano, ze
jego obecnos¢ moze istotnie obniza¢ czulos¢ wykry-
wania dziatania teratogennego w poréwnaniu z zarod-
kami pozbawionymi chorionu, co §wiadczy o jego roli
jako bariery dla okreslonych zwigzkow [39,40].

Kolejno, larwalne enzymy metabolizmu kseno-
biotykéw, w tym izoformy cytochromu P450, takie jak
CYP1A, CYP2B6i CYP3A65, wykazujg aktywno$¢ juz
od wezesnych stadiéw rozwojowych (od okoto 24 hpf),
co moze prowadzi¢ do biotransformacji badanego
zwigzku i utrudnia¢ bezposrednie ekstrapolowanie
wynikow farmakokinetycznych na uktady ssacze
[41-43]. Wybor whasciwej metody podawania powinien
by¢ zatem podyktowany nie tylko wlasciwosciami
fizykochemicznymi zwigzku i celem eksperymentu,
lecz takze systematyczng oceng wymienionych barier
biologicznych, tak aby obserwowane efekty in vivo
odzwierciedlaty zamierzone dziatanie farmakologiczne
[4,6].

Podsumowanie

Model larwalny Danio rerio stanowi coraz szerzej
stosowane narzedzie w przedklinicznych badaniach
nad lekami antyangiogennymi, umozliwiajac ocene
ich skuteczno$ci, mechanizmu dzialania oraz profilu
bezpieczenstwa w warunkach in vivo. W odréznieniu
od klasycznych uktadéw in vitro, model Danio rerio
pozwala na analize aktywno$ci biologicznej zwigzku
w konteks$cie calego zywego organizmu, z uwzgled-
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nieniem interakcji miedzykomérkowych, dystrybucji
tkankowej i systemowego wplywu na rozwijajacy sie
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i ksenoprzeszczepowych, ktéra wymaga uwzgled-
nienia szeregu istotnych ograniczen metodycznych
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