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Zebrafish model in experimental oncology - a systematic review of research
focused on colorectal cancer and melanoma

Subject of the Review. The article is a review of scientific publications
based on preclinical studies addressing carcinogenesis and associated
processes in colorectal cancer and melanoma, in which zebrafish were
used as an animal model.

Objective of the Review. The study aims to illustrate the range of
possibilitiesoffered by the zebrafish model in cancer research, based on
an analysis of studies focusing on colorectal cancer and melanoma.
Materials and Methods. The literature review was conducted using

the PubMed, Mendeley, and ScienceDirect databases, applying the

”ow

following keywords in different combinations: “cancer”, “zebrafish
(Danio rerio)”, “colorectal neoplasms”, “melanoma”. To clarify

more advanced processes, concepts, and phenomena (such as
immunoediting, long non-coding RNAs, small nucleolar host

genes, or uveal melanoma), an auxiliary review was performed.

The “Introduction” and sections concerning colorectal cancer and
melanoma include current statistical data on cancer incidence

and mortality (GLOBOCAN). The subsection “Melanoma” presents
information on the histological similarity of tumors developing in both
humans and zebrafish. Among the inclusion criteria for this systematic
review were adequate relevance to the selected keywords, a recent
publication date (articles from 2019-2025), applicable legal regulations,
and the type and language of the article consistent with the study’s
assumptions (review papers and original research articles written in
English). The main subsections of this article (“Colorectal Cancer”

and “Melanoma”) are based on ten original research papers. The
information contained therein has been expanded and detailed using
data from fifteen additional literature sources.

Results. Analyzed publications reveald a broad range of applications

of the zebrafish model in preclinical oncology research. These include
testing novel therapeutic compounds, developing personalized
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treatment strategies, characterizing mechanisms of acquired
therapy resistance and evaluating approaches to overcome them,
investigating modulation of immune cell functions within

the tumor microenvironment, assessing the role of innate
immunity in cancer immunoediting, estimating the influence of risk
factors on the initiation of carcinogenesis, and studying the role

of long non-coding RNAs and small nucleolar host genes in cancer

progression.

Conclusions. Based on the reviewed studies on two selected
malignancies, the zebrafish model has been confirmed as a valuable
tool in preclinical cancer research. The findings support the rationale
behind the growing interest in zebrafish as a laboratory organism in
experimental oncology.

Keywords: carcinogenesis, zebrafish, colorectal neoplasms, melanoma.
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CO NOWEGO ZAWIERA PRACA?

1. Zwrécenie uwagi na przyczyny i mozliwosci
stosowania modeli innych niz modeli gryzoni
w przedklinicznych badaniach nad nowotwo-
rzeniem.

2. Zwrécenie uwagi na korzystne wiasciwosci
przyczyniajace si¢ do wzrostu zainteresowania
modelem Danio pregowanego w przedklinicz-
nych badaniach nad nowotworzeniem.

3. Przeglad publikacji badawczych dotyczgcych
raka jelita grubego, w ktérych wykorzystano
model Danio pregowanego, ze szczegélnym
zwroceniem uwagi na przyczyny i zalety wyko-
rzystania modelu.

4. Przeglad publikacji badawczych dotyczacych
czerniaka, w ktérych wykorzystano model
Danio pregowanego, ze szczegdlnym zwréce-
niem uwagi na przyczyny i zalety wykorzysta-
nia modelu.

WPROWADZENIE

Choroby nowotworowe stanowia obecnie jedno
z najszerzej analizowanych zagadnien zdrowot-
nych [1-3]. Statystyki, pomimo prowadzenia
zaawansowanych badar przedklinicznych oraz
rozwoju medycyny i diagnostyki, pozostajg nie-
ublagane. W 2022 r. na $wiecie odnotowano bli-
sko 20 mln nowych przypadkéw zachorowan na
nowotwory oraz 9,7 mln zgonéw bedacych skut-
kiem choroby [2, 4]. W poréwnaniu z rokiem 2020,
kiedy oszacowano liczbe nowych przypadkéw na
19,3 mln oraz liczbe zgonéw na 10 mln [1], mozna
zauwazy¢ spadek umieralnosci, jednak zachoro-
walnos¢ wzrosta o okoto 700 tysiecy przypadkéw,
co pokazuje skale problemu.
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Przyczyny nowotworzenia mozna w pro-
sty sposéb podzielié¢ na egzogenne i endogenne
[5]. Wsréd przyczyn egzogennych wskazuje sie
na znaczne narazenie spoleczenstwa na czynniki
ryzyka, takie jak palenie tytoniu, naduzywanie
alkoholu, ogdélnie pojeta zla diete, brak aktyw-
nodci fizycznej, siedzacy tryb zycia czy zanie-
czyszcezenie powietrza [4, 6]. Sposréd przyczyn
endogennych zwraca sie uwage przede wszyst-
kim na aspekty zwigzane z mutacjami gene-
tycznymi, ale takze na skutki narazenia na stres
oksydacyjny, dysregulacje mikrobiomu lub zabu-
rzenia funkcjonalnosci ukladu endokrynnego [5,
7]. Warto zauwazy¢, ze w zaleznosci od rodzaju
choroby nowotworowej, czynniki ryzyka moga
by¢ odmienne. Na przyklad, do najwazniejszych
czynnikéw ryzyka rozwoju raka ptuc klasyfikuje
sie natogowe, dlugotrwale palenie tytoniu, eks-
pozycje na dym, spaliny, toksyczno$¢ w miejscu
pracy itp. [8], podczas gdy prawdopodobieristwo
rozwiniecia raka piersi zwigksza m.in. wczesne
dojrzewanie piciowe, otylos¢ i mutacje w genach
BRCA1 i BRCA2 [9].

W badaniach przedklinicznych, réwniez
tych dotyczgcych nowotworzenia, szeroko sto-
suje sie¢ modele zwierzece (modele przyzyciowe,
modele in vivo). Pojecie to odnosi si¢ do gatun-
koéw innych niz cztowiek, wykorzystywanych do
oceny przebiegu zainicjowanej choroby, opraco-
wywania nowych metod terapeutycznych oraz
szeroko pojetego testowania lekéw. Model zwie-
rzecy zwieksza mozliwo$ci prowadzenia kom-
pleksowych badan jeszcze przed przeprowadze-
niem badar z udzialem ludzi [10]. Ogromna zaleta
modeli in vivo w badaniach nad nowotworze-
niem jest mozliwos$¢ zobrazowania przy ich uzy-
ciu dynamicznie zmieniajacego si¢ mikrosrodo-
wiska rozwijajacego sie guza i komérek bedacych
jego czescia, czego, ze wzgledu na brak ztozono-
$ci zywego organizmu, nie umozliwiaja modele
invitro[5, 11, 12]. Modele przyzyciowe pozwalaja
lepiej zrozumie¢ procesy lezace u podstaw inwa-
zji i progresji nowotworowej, ulatwiajg poznanie
etiologii i podstawy molekularnej nowotworze-
nia, daja wglad w przebieg procesu metastazy oraz
pozwalaja lepiej zrozumie¢ interakcje pomiedzy
guzem a gospodarzem. Modele in vivo sa réwniez
nieocenione w rozpoznawaniu nowych markeréw
nowotworowych, projektowaniu terapii celowa-
nych i badaniu nowych substancji terapeutycz-
nych [12, 13].

Pomimo iz uwaza sig, ze zaden z obecnie sto-
sowanych modeli zwierzecych nie jest idealnym
narzedziem do odwzorowania procesu nowo-
tworzenia toczacego si¢ w organizmie ludzkim
[12, 13], w badaniach przedklinicznych wyko-
rzystuje si¢ kilka organizmdéw, cechujacych sie
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odmiennym spektrum wlasciwosci. Do najezesciej
wybieranych nalezg gryzonie (myszy, szczury,
$winki morskie), jednak spotkac sie¢ mozna takze
zwyborem innych organizméw, takich jak muszki
owocowe, kurczaki, kréliki, wiewidreczniki
(lac. Scandentia), $winie, psy, koty czy niektére
gatunki malp [5, 12, 13]. W badaniach przedkli-
nicznych ukierunkowanych na problemy onko-
logiczne, zlotym standardem pozostaje model
mysi [3, 5, 14], jednak w czasie ostatnich dekad
model rybi, oparty na Danio pregowanym (lac.
Danio rerio, ang. Zebrafish), wydaje si¢ zyski-
waé popularnosé [12, 15]. Zgodnie z Dyrektywa
Parlamentu Europejskiego i Rady 2010/63/UE
[Rozdz. 1. Art. 1. pkt. 3a)(i)] oraz Ustawa z dnia
15 stycznia 2015 roku o ochronie zwierzat wyko-
rzystywanych do celéw naukowych lub edukacyj-
nych (Dz.U. 2015 poz. 266; Rozdz. 1. Art. 2.1.1),
osobniki niezdolne do samodzielnego pobiera-
nia pokarmu z otoczenia nie podlegaja ochro-
nie prawnej [16, 17]. Danio pregowane do piatego
dnia po zaplodnieniu (ang. day post fertilisation,

Rycina 1. Embriony Danio pregowanego w 1. dobie po zaptodnieniu

(okoto 24 godziny). Mikroskopia ciemnego pola. Fotografia wilasna.
Figure 1. Zebrafish embryos 1 day post fertilisation (around 24 hours).

DPF) nie zeruja, zywia sie jedynie substancjami
zawartymi w obrebie zéltka, dlatego tez nie sa
uznawane w $§wietle prawa za zwierzeta doswiad-
czalne i nie wymagana jest zgoda Komisji Etycz-
nej do prowadzenia badan z ich udzialem. Praca
z Danio rerio do 5 DPF wlgcznie stanowi wiec
metode alternatywna wobec klasycznych testéw
in vivo [18].

Zwraca sie uwage na liczne wlasciwosci, ktére
przyczynily sie do wzrostu zainteresowania
modelem Danio pregowanego w badaniach doty-
czacych ludzkich choréb, w tym takze nowotwo-
rzenia. Pomimo Ze organizm ten jest niewielkich
rozmiaréw, posiada genom blisko w 70% zgodny
z genomem ludzkim. W trakcie jednego tarta
zaplodnionych zostaje kilkaset embrionéw. Sam
proces zaplodnienia i péZniejszy rozwdéj Danio
rerio odbywaja sie w sposéb pozaustrojowy,
dzieki czemu mozliwe jest prowadzenie przy-
zyciowych obserwaciji juz od pierwszych chwil
zycia ryby. Embrion i miodociang larwe, a takze
osobniki dorosle genetycznie modyfikowanej linii
casper, cechuje przezroczystos¢ powtok ciala, co
znaczgco ulatwia wizualizacje namnazajacych sie
komoérek nowotworowych i dokonywanie ogle-
dzin in vivo bezposrednio od chwili inokula-
cji. Wprowadzanie réznego rodzaju manipula-
cji genetycznych do genomu ryby jest czynnoscia
stosunkowo latwa, dlatego tez w celach badaw-
czych wykorzystuje si¢ organizmy modyfiko-
wane, cechujace sie na przyklad fluorescencyj-
nym wyznakowaniem uktadu naczyniowego lub
wybranego rodzaju komérek. Wzrost i dojrzewa-
nie Danio pregowanego przebiegaja o wiele szyb-
ciej niz u wyzszych kregowceéw (por. rycina 1),
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Dark field microscopy. Own photography.

co znaczaco skraca czas potrzebny do pozyska-
nia istotnych klinicznie wynikéw. Wazng cecha
modelu jest niejednoczesne dojrzewanie wro-
dzonej i nabytej odpornosci - u wyzszych kre-
gowcéw odpornosé nabyta rozwija sie juz od
pierwszych chwil zycia, natomiast u Danio pre-
gowanego w pierwszym miesigcu zycia dzialaja
wylacznie mechanizmy odpornosci wrodzonej,
dlatego tez wskaznik odrzuceni przeszczepu pod-
czas podejmowanych préb inokulacji jest znacznie
nizszy niz w przypadku innych modeli przyzy-
ciowych. Warto takze podkresli¢, ze koszt utrzy-
mania osobnikéw w eksperymencie jest wyraz-
nie nizszy niz w przypadku kregowcéw wyzszych
[3, 12, 14, 19-21].

CEL PRACY

Celem niniejszego przegladu systematycznego
jest zobrazowanie spektrum mozliwosci, jakie
oferuje model Danio pregowanego w badaniach
z zakresu onkologii eksperymentalnej, w oparciu
o przeglad oryginalnych prac badawczych doty-
czacych dwéch wybranych nowotworéw zlosli-
wych: raka jelita grubego oraz czerniaka.

METODYKA WYSZUKIWANIA
I DOBORU PISMIENNICTWA

Przegladu literatury dokonano korzystajac
w przewazajacym zakresie z baz danych Pub-
Med i Mendeley oraz z bazy Science Direct w stop-
niu uzupelniajacym, uzywajac stéw kluczowych:
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nowotwor (ang. cancer), Danio pregowany (ang.
zebrafish, lac. Danio rerio), nowotwory jelita gru-
bego (ang. colorectal neoplasms), czerniak (ang.
melanoma) w kombinacjach cancer and zebra-
fish; zebrafish and colorectal neoplasms; cancer
and zebrafish and colorectal neoplasms; zebra-
fish and melanoma; cancer and zebrafish and
melanoma, wprowadzajac, jako dodatkowe kryte-
rium, date publikacji (Pubmed, funkcja results by
year: 2019-2026; Mendeley i Science Direct, funk-
cja ,year/years”: 2019, 2020, 2021, 2022, 2023,
2024, 2025). W celu wyjasnienia bardziej zaawan-
sowanych proceséw, poje¢ i zjawisk, takich jak
immunoedycja (ang. immunoediting), dlugie nie-
kodujace RNA (ang. long non-coding RNA), geny
gospodarza malego jaderkowego RNA (ang. small
nucleolar RNA host genes), czerniak blony naczy-
niowej oka (ang. uveal melanoma”) wykonano
przeglad pomocniczy przy uzyciu tych samych
baz danych (w procesie wyszukiwania korzystano
z pojedynczych hasel kluczowych, bez tworze-
nia kombinacji, w znaczacej przewadze opierajac
sie na informacjach zawartych w pracach prze-
gladowych). W podrozdzialach dotyczacych raka
jelita grubego oraz czerniaka ujeto globalne dane
statystyczne na temat nowotworzenia (GLOBO-
CAN), poréwnujac ze soba raporty pochodzace
z lat 2020 i 2022 (ang. global cancer statistics
2020; global cancer statistics 2022). W podroz-
dziale ,,Czerniak”, przedstawiono dodatkowo
informacje na temat podobieristwa histologicznego
guzéw rozwijajacych sie zaréwno u czlowieka, jak
iu Danio pregowanego.

W poczatkowym, pierwszym etapie pracy Zré-
dla bibliograficzne selekcjonowato trzech auto-
réw w spos6b niezalezny od siebie, biorac pod
uwage tematyke niniejszej pracy oraz typ arty-
kulu (prace przegladowe i oryginalne prace
badawcze, z wylaczeniem dokumentéw beda-
cych streszczeniami konferencyjnymi, pracami
dyplomowymi i preprintami). W drugim etapie
pracy wspoélnie przeprowadzono selekcje zgro-
madzonej literatury, rozpoczynajac od wyeli-
minowania prac powtarzajacych sie oraz, uzna-
nych na drodze kompromisu, za niewystarczajaco
istotne. W tym celu wspdélnie przeprowadzono
ponowng analize prac zgromadzonych przez
wszystkich wspdélautoréw. W kolejnym, trzecim
etapie, oceniono zasadniczg tre$¢ zgromadzo-
nej literatury pod katem zgodnos$ci ze wspdlnie
wybranymi i zaakceptowanymi kryteriami wig-
czeniaiwylgczenia. Do kryteriéw wlaczenia zali-
czono: zgodno$¢ wzgledem wybranej terminolo-
gii kluczowej, jezyk angielski prac, rok publikacji
obejmujacy lata 2019-2025. Wsréd kryteriéw
wykluczajacych prace z niniejszego przegladu
wyrézniono: nieaktualng date wydania (artykuly
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opublikowane przed rokiem 2019, z wyjatkiem
nadal obowiazujacych aktéw prawnych), niewla-
$ciwy typ i brak dopasowania wzgledem wybra-
nych stéw kluczowych oraz jezyk pracy inny niz
jezyk angielski (por. diagram 1: schemat blokowy
PRISMA). Preferencyjnie brano pod uwage prace,
w ktérych prowadzono badania z wykorzysta-
niem Danio pregowanego w sposéb przyzyciowy,
dlatego we wszystkich wybranych publikacjach
figuruje model in vivo. Czterdziesci dwa sposréd
czterdziestu sze$ciu cytowanych Zrédet literatu-
rowych stanowily prace opublikowane w latach
2020-2024.

Wszystkie kluczowe etapy selekeji bibliogra-
fii przeprowadzono z zachowaniem kompromisu
(zostaly przeprowadzone przez trzech wspélpra-
cujacych ze soba autoréw). Wylacznie etap pier-
wotnej selekeji byl procesem przeprowadzonym
niezaleznie, na podstawie wspdlnie ustalonych
kryteriéw wstepnych, dlatego podjeto decyzje
o odstgpieniu od statystycznego pomiaru formal-
nego stopnia zgodno$ci miedzyoceniajacej.

Gléwne podrozdzialy niniejszego artykuiu
(,Rak jelita grubego”, ,,Czerniak”) oparto na dzie-
sieciu oryginalnych pracach badawczych, opubli-
kowanych w latach 2021-2024 i ukierunkowa-
nych na jedna z dwéch kluczowych dla niniejszej
pracy choréb nowotworowych (do analizy nie wla-
czono prac, w ktérych gléwnym obiektem badaw-
czym byl nowotwor innego typu), a zawarte w nich
informacje rozszerzono i uszczegélowiono, postu-
gujac sie danymi zawartymi w pietnastu dodatko-
wych Zrédiach literaturowych, opublikowanych
opublikowanych w latach 2020-2024.

Nie zarejestrowano protokolu niniejszego
przegladu systematycznego w bazie danych
PROSPERO.

WYNIKI I DYSKUSJA
Rak jelita grubego

Nawigzujac do globalnych statystyk dotycza-
cych nowotworzenia (GLOBOCAN) z 2022 r., rak
jelita grubego (ang. colorectal cancer, CRC) zaj-
muje trzecie miejsce pod wzgledem zapadalnos$ci
oraz drugie pod wzgledem $miertelnosci sposréd
wszystkich choréb nowotworowych na swiecie [2].
W poréwnaniu ze statystyka z roku 2020, zacho-
rowalnos¢ wydaje sie utrzymywac na podob-
nym poziomie, natomiast umieralno$¢ nieznacz-
nie zmalala [1]. Ze wzgledu na liczbe zachorowan
oraz nadal wysoka umieralno$¢ z powodu CRC,
naukowecy stale poszukuja najlepszych mozliwych
metod detekcji oraz leczenia tej jednostki, postu-
gujac sie miedzy innymi modelem zwierzecym
Danio pregowanego.

Tom 81-nr7-2025




[ Identyfikacja badan z baz danych, stron internetowych i rejestréw

Prace pochodzace z:
+ Baz danych [n = 82]
o PubMed: n=42

o Science Direct: n=5
¢  Stron intemetowych [n = 2]
* Rejestrow [n=0]

Przejrzane prace [n=77]

e Baz danych [n=75]
o PubMed: n=40

Identyfikacja

Przeglad

o Science Direct: n= 4
*  Stron intemetowych [n = 2]
*  Rejestrow [n=0]

m |

Pelne prace ocenione pod katem
zgodnosci z kryteriami [n = 68]
e Baz danych [n= 66]

o PubMed:n=35

o Science Direct: n=3
e  Stron internetowych [n= 2]
e Rejestrow [n=10]

l

Kwalifikowalno§¢é

) {

o Mendeley: n =35 S

Prace usunigte przed etapem przegladania:
e  Usuni¢te duplikaty [n = 7]
o PubMed: n = 2; Mendeley: n = 4; Science Direct: n=1
e  Prace oznaczone jako niekwalifikujace si¢ przez narzedzia
automatyczne [n = 0]
*  Prace usunigte z innych przyczyn [n= 0]

o Mendeley: n=31 -

Prace wykluczone ze wzglgdu na brak istotnodei wzgledem
poruszanego tematu, ocenione na podstawie tytulu i abstraktow
[n=9]

e PubMed: n=5; Mendeley: n = 3; Science Direct: n =1

o Mendeley: n=28 —_—

Prace wykluczone z powodu niezgodnosci wzgledem kryteriow
wlgczenia i wytaczenia [n= 22]
Powdd 1: nieaktualna data wydania [n = 14]

* PubMed: n = 6; Mendeley: n = 8; Science Direct: n=10
Powdd 2: prace napisane w jezyku innym niz angielski [n = 3]

* PubMed: n = 3; Mendeley: n = 0; Science Direct: n= 0
Powéd 3: prace niespdjne wzgledem wybranej terminologii
kluczowej [n = 5]

e PubMed: n = 2; Mendeley: n = 3; Science Direct: n=0

Wszystkie prace wiaczone do przegladu [n = 46)
¢ PubMed: n = 24; Mendeley: n = 17; Science Direct: n=3
¢  Stron intemetowych: n =2
Uwzglednione oryginalne prace badawcze [n= 14]
¢ PubMed: n= 6; Mendeley: n = 5; Science Direct: n =3
Oryginalne prace badawcze b¢dace podstawg podrozdziatow ,,Rak jelita grubego” 1,,Czerniak™ [n = 10]
¢ PubMed: n = 5; Mendeley: n = 4; Science Direct: n =1

‘Wilaczone

-

Diagram 1. Schemat blokowy PRISMA 2020 dla nowych przegladéw systematycznych, ktére obejmowaly przeszukiwanie baz
danych, rejestréw i innych zZrédet. Pobrano ze strony oficjalnej PRISMA: https://www.prisma-statement.org/prisma-2020-flow-
diagram

Diagram 1. The PRISMA 2020 flow diagram for new systematic reviews that included searching databases, registers, and other
sources. Downloaded from the official PRISMA website: https://www.prisma-statement.org/prisma-2020-flow-diagram|

W pracy Tao iin. opublikowanej w 2021 r. opi- opisano hamujacy wplyw naturalnego polisacha-
sano badania przeprowadzone w celu przetesto- rydu bogatego w mannoze, pozyskanego ze stor-
wania skutecznosci leczenia raka jelita grubego czyka gatunku Dendrobium officinale (ang. Den-
nowym ksenobiotykiem z udzialem modelu Danio drobium officinale polysaccharide, DOPW-1), na
rerio [22]. Obecnie, w chemioterapii CRC czesto komorki CRC. Badania na temat roli tego czynnika
wykorzystywanym organicznym zwigzkiem cyto- w leczeniu raka opieraja sie gléwnie na wynikach
statycznym jest 5-fluorouracyl (5-FU). Dzialanie testéw in vitro, prowadzonych na ludzkich liniach
5-FU zwigzane jest z wystepowaniem licznych komoérkowych raka jelita grubego HT-29. Niewy-
skutkéw ubocznych, co stalo sie przyczyna poszu- starczajaca liczba badan in vivo skionila naukow-

kiwania alternatywnych opcjileczenia. W badaniu cow do wykorzystania modelu zwierzecego.
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Obiecujacym wyborem okazal sie¢ Danio prego-
wany. W pracy podjeto decyzje o wyborze tego
modelu przede wszystkim ze wzgledu na takie
cechy jak: szybkie zdolno$ci reprodukcyijne,
transparentnos¢ powlok ciala oraz fizjologiczne
i genetyczne podobienstwo do organizmu ludz-
kiego. Przeprowadzone badania dowiodly, ze
DOPW-1 wykazuje obiecujace przeciwnowotwo-
rowe wiasciwosci zaréwno w przypadku badan in
vitro, jak i in vivo w modelu Danio rerio. Wyka-
zano spéjnosc badan in vitro i in vivo w przy-
padku wyzszej skutecznosci polaczenia terapii
DOPW-1 i 5-FU niz samodzielnego stosowania
5-FU, nie stwierdzono natomiast istotnych réz-
nic miedzy terapiag kombinowang DOPW-11i5-FU
a monoterapiag DOPW-1, co okazuje sie niespdjne
z badaniami in vitro. Powyzsze wyniki sugeruja
korzystny efekt stosowania DOPW-1 jako terapii
samodzielnej lub w polaczeniu z 5-FU w lecze-
niu CRC, jednak istnieje potrzeba potwierdzenia
uzyskanych wynikéw w przyszlosci [22]. Wyko-
rzystanie modelu in vivo Danio pregowanego
pozwolilo na wizualizacje badan prowadzonych
in vitro i ocene korelacji miedzy nimi. Dodat-
kowo, ze wzgledu na liczne cechy podobieristwa
organizmu Danio rerio i czlowieka, szczegdlnie
w zakresie genomu, wyniki badari moga by¢ eks-
trapolowane na organizm ludzki i stanowié¢ pod-
stawe do wdrozenia nowej terapii CRC z wykorzy-
staniem DOPW-1.

Warte uwagi badanie z udzialem modelu
Danio rerio przedstawiono w 2021 r. w pracy
Pévoa i in., dotyczacej roli wrodzonej odpowie-
dzi immunologicznej w procesie immunoedy-
cji (ang. immunoediting) [23]. Immunoedycja
to hipotetyczny proces, w ktérym zmutowane
komorki wyswobadzaja sie spod nadzoru immu-
nologicznego, inicjujac proces nowotworzenia.
Proces ten skiada sie z trzech faz: eliminacji,
réwnowagi i ucieczki. W pierwszej fazie komorki
ukladu odpornosciowego poprawnie rozpoznaja
i eliminujg komoérki potencjalnie nowotworowe.
Niektérym z komérek nowotworowych udaje sie
przetrwac ten etap i przejs¢ do fazy réwnowagi,
gdzie dzielg sie pod nadzorem ukladu odporno-
Sciowego i moga pozosta¢ niezauwazone nawet
przez caly czas trwania zycia. MozZna stwier-
dzié, ze procesy eliminacji komérek nowotworo-
wych i nowotworzenia na tym etapie wspoiwy-
stepuja ze soba. W fazie réwnowagi moze dojsé
takze do wyselekcjonowania w mikrosrodowi-
sku guza (ang. tumor microenvironment, TME)
klonéw nowotworowych opornych na dzialanie
ukladu immunologicznego. W wyniku tego zja-
wiska nastepuje faza trzecia, tj. ucieczka, w ktorej
komorki nowotworowe przelamuja mechanizmy
obronne organizmu i uwalniaja sie spod nadzoru
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immunologicznego. Dochodzi do rearanzacji TME
na immunosupresyjne, co warunkuje dalszy roz-
woj guza [23-25].

W przebiegu badania oceniano wplyw réznych
mechanizméw wrodzonej odpowiedzi immu-
nologicznej na aktywny proces nowotworzenia,
postugujac sie modelem Danio pregowanego [23].
Wykorzystano dwa rodzaje komoérek CRC, pocho-
dzacych od jednego pacjenta, z dwdéch réznych
stadiéw rozwojowych guza: komorki pierwotnego
raka jelita grubego SW480 oraz komoérki metasta-
tyczne SW620, przerzutujace z obrebu guza pier-
wotnego do wezléw chlonnych. Dowiedziono,
ze obie grupy komoérek réznia sie dynamika roz-
woju. SW480 uwaza sie za komorki regresji guza,
natomiast SW620 wykazuja wyzsza opornosé
wzgledem ukladu immunologicznego i powo-
duja progresje zmian nowotworowych. Poniewaz
wykazano, ze uklad odpornosciowy Danio prego-
wanego angazuje podobne mechanizmy obronne
we wrodzonej odpowiedzi immunologicznej do
tych wystepujacych u ludzi (uklad dopelniacza,
fagocytujace makrofagi, neutrofile, receptory Toll
- podobne), zdecydowano o wyborze tego modelu
i zrezygnowaniu z popularnego modelu mysiego.
W trakcie badari, embriony Danio pregowanego
podzielono na grupy i wykonano iniekeje zna-
kowanych komdérek SW480 i SW620 osobno oraz
w polaczeniu w réznych stosunkach ilosciowych.
Wyniki wykazaly istotny wplyw komoérek wro-
dzonego ukladu immunologicznego na przyrost
nowotworu. Potwierdzono zréznicowanie dyna-
miki rozwoju dwéch réznych linii komérko-
wych CRC: linia pierwotnego nowotworu oka-
zala sie wrazliwsza na procesy hamujace jej rozwdéj
poprzez zwiekszong rekrutacje neutrofili i makro-
fagéw, natomiast linia pochodzaca z przerzutu
wykazala zdolno$¢ umiejetnego wymykania sie
spod nadzoru immunologicznego poprzez mody-
fikacje TME [23]. O wyborze modelu Danio prego-
wanego zdecydowano ze wzgledu na konserwa-
tywnos$¢ wrodzonego ukladu immunologicznego
z ludzkim oraz mozliwos$¢ przeprowadzenia eks-
perymentu iukazania dynamiki zmian nowotwo-
rowych w krétkim czasie - 4 dni [23].

W 2022 r. opublikowano badanie Wanga i in.,
w ktérym wykorzystano model Danio pregowa-
nego do analizy roli dlugiego niekodujacego RNA
(ang. long non-coding RNA, IncRNA) i ekspresji
genow gospodarza malego jaderkowego RNA (ang.
small nucleolar RNA host genes, SNHG) w rozwoju
CRC [26]. Dlugie niekodujace RNA to grupa trans-
kryptoméw diuzszych niz 200 nukleotydéw, nie-
kodujacych bialka, ale zaangazowanych w wiele
funkcji fizjologicznych, a takze procesy zwigzane
z progresja nowotworu [27, 28]. Z kolei SNHG to
grupa genéw, ktérych ekspresja powigzana jest
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ze wzmozonym rozwojem réznych nowotworéw,
w tym CRC [29]. Jednym z nich jest gen SNHG4,
bedacy przykladem IncRNA o udowodnio-
nym wplywie na proliferacje i migracje komérek
CRC in vitro [30]. Ze wzgledu na potrzebe oceny
wplywu SNHG4 na procesy metastatyczne w CRC
oraz mechanizmy lezace u ich podstaw in vivo,
wybrano model Danio pregowanego. W ekspery-
mencie wykorzystano embriony w 2 DPF, cztery
ludzkie linie komérkowe CRC (SW480, HCT116,
HT29, LoVo) oraz linie prawidlowych komoérek
nablonka jelita grubego (ang. fetal human colon,
FHC), z ktérych ekstrahowano calkowite RNA
[26]. Pozyskane RNA poddano odwrotnej trans-
krypcji na DNA w celu oszacowania poziomu eks-
presji SNHG4 w komoérkach poszczegélnych linii,
a nastepnie wykonano ksenoprzeszczep linii do
przestrzeni okolozéltkowej embrionéw. Wyniki
jednoznacznie sugeruja, ze ekspresja IncRNA
SNHG4 jest wyzsza w kazdej z testowanych linii
CRC w poréwnaniu z FHC. W celu potwierdze-
nia uzyskanych wynikéw zweryfikowano wplyw
wyciszenia SNHG4 przez siRNA poprzez wykona-
nie ksenoprzeszczepu linii HTC116, traktowanej
uprzednio si-SNHG4 do embrionu Danio pregowa-
nego. Rezultaty ocenione za pomoca mikroskopii
konfokalnej i stereomikroskopii wykazaly supre-
sje proliferacji i migracji komérek CRC poprzez
siRNA [26].

W badaniu wykazano wiele korzysci ptynacych
zwyboru prostego i szybkiego modelu Danio rerio
w poréwnaniu z popularnym modelem mysim.
Autorzy wskazuja na znaczace ulatwienie prowa-
dzenia obserwacji w sposéb przyzyciowy, dzieki
przezroczystos$ci powlok ciata osobnikéw w sta-
dium embrionalnym ilarwalnym. Wykorzystanie
zaawansowanych technologii pozwala na ocene
procesu nowotworzenia toczgcego si¢ w organi-
zmie ryby na poziomie pojedynczych komdrek,
juz od najwczes$niejszych etapéw rozwoju choroby
i pdéZniejszej metastazy, co w przypadku modelu
mysiego jest niemozliwe. Kolejno, zwrécono
uwage na mozliwos¢ jednoczesnej oceny prolifera-
cjiimigracji komérek nowotworowych in vivo juz
w ciagu 4 dni od inokulacji, podczas gdy w przy-
padku modelu mysiego czas ten wydiuza sie nawet
do 4 tygodni. Jedng z waznych przyczyn wyboru
Danio pregowanego w powyzszym badaniu oka-
zala si¢ réwniez sprawdzona skuteczno$¢ modelu
w badaniu roli IncRNA w przebiegu kanceroge-
nezy. Co istotne, sam poziom zaawansowania pro-
cedur wykorzystywanych podczas poslugiwania
sie modelem rybim jest nizszy niz poziom analo-
gicznych proceséw w modelu mysim - iniekcja do
przestrzeni okolozéltkowej Danio rerio jest znacz-
nie mniej skomplikowana niz inokulacja do zyly
ogonowej myszy [26].
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Celem pracy Cruz-Duarte i in. byla préba
wykrycia nowych biomarkeréw opornosci na
cetuksymab w terapii CRC [31]. Cetuksymab to
chimeryczne przeciwcialo monoklonalne o udo-
wodnionym dzialaniu przeciwnowotworowym,
stosowane w leczeniu raka jelita grubego. Nie-
stety terapia tym lekiem nie przynosi skutecz-
nych efektéw terapeutycznych u wszystkich
leczonych pacjentéw, ze wzgledu na rozwéj opor-
nosci w ich organizmach [31, 32]. W wiekszosci
przypadkéw CRC rozwdj guza warunkuje zabu-
rzenie funkeji receptora naskérkowego czynnika
wzrostu (ang. epidermal growth factor receptor,
EGFR). Dzialanie cetuksymabu polega na wigza-
niu z EGFR i blokowaniu przylaczenia ligandu,
ktéry go aktywuje, co zaburza przekaZnictwo
sygnaléw w komorce. Dodatkowo, cetuksymab
dziala cytotoksycznie na komérki nowotwo-
rowe poprzez aktywacje odpornosci wrodzonej
oraz nabytej. Aby zwiekszy¢ jego potencjal tera-
peutyczny, zdecydowano o prébie zdefiniowania
mechanizmdéw stojacych za opornoscia pacjen-
téw na terapie tym lekiem. Jako jedna z przy-
czyn wskazano dzialanie czasteczki sygnalowej
PLCy1, aktywujacej EGFR. Do wizualizacji poste-
pow terapii oraz biologii guza zastosowano model
Danio pregowanego. Znakowang fluorescencyj-
nie linie komoérkowa ludzkiego raka okreznicy
CACO-2 inokulowano do embrionéw Danio rerio
(2 DPF). Nastepnie, embriony obcigzone kseno-
przeszczepem traktowano cetuksymabem przez
72h. Wyniki obejmujace wielkos¢ guza, apop-
toze, przerzuty i proliferacje komérek poréw-
nano z grupg kontrolna przy uzyciu mikroskopii
konfokalnej. Uzyskane rezultaty sugeruja istotny
wplyw czasteczki PLCyl na rozwdj guza, zaréwno
podczas terapii cetuksymabem, jak i bez podje-
cialeczenia. Wykazano, ze wyzsza ekspresja cza-
steczki PLCyl koreluje z opornos$cia na cetuk-
symab - pacjenci poddani dzialaniu tego leku,
posiadajacy wysoki poziom ekspresji PLCyl,
wykazuja progresje choroby szybsza niz pacjenci
z niskimi poziomami badanej czasteczki sygna-
lowej [31]. Przeprowadzenie badari in vivo na
modelu Danio rerio umozliwilo wysnucie wnio-
sku, ze poziom ekspresji PLCyl moze okazad sie
pomocnym biomarkerem w przewidywaniu
opornosci na cetuksymab u pacjentéw choruja-
cych na CRC. Wykorzystanie Danio pregowanego
umozliwilo ocene zachowania guza, oszacowanie
efektywnosci terapii przeciwnowotworowej oraz
opracowanie nowej strategii w leczeniu oporno-
$ci na cetuksymab u pacjentéw [31].

Niezwykle waznym aspektem wykorzysta-
nia modelu Danio rerio jest mozliwo$¢ inokulacji
do embrionéw ryb ludzkich komérek nowotwo-
rowych, pochodzacych od chorujacego pacjenta
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(ksenoprzeszczep; zAvatar). Badanie z 2024 r.,
przeprowadzone przez Coste¢ i in., opiera si¢ na
ksenoprzeszczepianiu znakowanych fluorescen-
cyjnie komoérek nowotworowych pacjenta, cho-
rujacego na CRC, do embrionéw Danio prego-
wanego w 2 DPF w celu wykonania szybkiego
i funkcjonalnego testu terapii in vivo oraz péz-
niejszej oceny wplywu wybranej metody lecze-
nia na remisje choroby [33]. Do badari wybrano
55 pacjentéw, rézniacych sie miedzy soba typami,
subtypami, mutacjami oraz stadiami rozwojo-
wymi CRC i inokulowano komorki z ich guzéw
odpowiadajacym im modelom rybim w sposéb
1:1 (jeden pacjent = jeden embrion Danio rerio).
zZAvatary traktowano analogicznym leczeniem
co odpowiadajacych im pacjentéw. Wyniki eks-
perymentu dowiodly, ze modele ksenoprzesz-
czepéw Danio pregowanego moga prognozo-
wac odpowiedzZ kliniczng pacjenta na leczenie.
Dowiedziono, ze badanie z zastosowaniem zAva-
tardw w prognozowaniu wrazliwo$ci pacjenta na
dang terapie charakteryzuje sie specyficznoscia
réwna 76% i czutoscia wynoszaca 91%. Nieoce-
niong zaleta modelu jest takze mozliwos¢ obser-
wacji incydentéw mikrometastaz przyzyciowo
juz 3 dni po ksenoprzeszczepie w calym orga-
nizmie zwierzecia, gdy nie jest jeszcze poddane
zadnemu leczeniu. Mozna zatem wysnu¢ wnio-
sek, ze jezeli komdrki nowotworowe sg w stanie
rozwina¢ mikrometastazy w organizmie ryby, to
tym samym powinny réwniez charakteryzowaé
si¢ zdolnos$cig do ucieczki spod nadzoru immuno-
logicznego w organizmie gospodarza. Naukowcy
dowiedli, ze pacjenci, u ktérych nastgpila pro-
gresja choroby po leczeniu, mieli odpowiadajace
im zAvatary z wieksza liczbg mikroprzerzutéw
niz zAvatary odpowiadajace pacjentom bez pro-
gresji choroby [33]. Niewatpliwa zaleta wyboru
modelu Danio rerio jest maksymalne skrécenie
czasu trwania eksperymentu - wzrost guza i reak-
cje na leczenie ocenia sie juz w ciagu 10 dni. Jest to
okienko czasowe, w ktérym zwykle podejmuje sie
decyzje kliniczne dotyczace zastosowania danej
terapii.

Wspélczesnie naukowcey skupiaja sie na dosko-
naleniu aspektéw medycyny celowanej, kto-
rej celem jest indywidualne dopasowanie terapii
do kazdego pacjenta. Dzieki powyzszym zale-
tom wykorzystania modelu Danio rerio do oceny
wplywu danej terapii na stan zdrowia pacjenta,
mozliwe jest dostosowanie najodpowiedniejszej
formy leczenia. Zwieksza to odsetek sukceséw
w leczeniu, jednocze$nie zmniejszajac koszty Zle
dobranej i wlaczonej terapii. Mozna zatem uznaé
wykorzystanie modelu Danio pregowanego jako
niezwykle korzystne dla rozwoju medycyny sper-
sonalizowanej [33].
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Opisane powyzej eksperymenty badawcze
zdaja sie jednoznacznie potwierdzad teze o uzy-
teczno$ci Danio pregowanego w diagnostyce ukie-
runkowanej na CRC. Wysoki stopiert podobieristwa
genetycznego Danio rerio do czlowieka pozwala
na skuteczng ekstrapolacje uzyskanych ekspery-
mentalnie wynikéw na organizm ludzki. Szcze-
gélnie cenny wydaje sie kierunek badan zwigzany
z rozwojem medycyny celowanej CRC, osiagalny
dzieki wysokiej skutecznos$ci ksenoprzeszcze-
piania materiatu z ludzkiego guza do organizmu
ryby. Bardzo wazng zaleta opisywanego modelu
jest mozliwos$¢ zglebiania proceséw zwigzanych
z wczesnymi etapami metastazy oraz przyzy-
ciowej obserwacji incydentéw mikrometastaz.
Sa to aspekty, ktérych nie zapewnia popularny
model mysi, dlatego wprowadzenie do diagno-
styki nowotworowej Danio pregowanego wydaje
sie skutecznie poszerzaé mozliwosci prowadzenia
badan in vivo, nie tylko w zakresie CRC, ale tez
innych nowotworéw zlosliwych.

Podsumowanie kluczowych aspektéw wybra-
nych do niniejszego przegladu prac badawczych,
ukierunkowanych na raka jelita grubego, przed-
stawiono w tabeli 1.

Czerniak

Zgodnie ze statystyka GLOBOCAN z 2022 r.
skoérna postac czerniaka zajmuje dopiero 17 miej-
sce sposréd 36 analizowanych podtypéw nowo-
tworéw, jednak poréwnujac dane dotyczace
zachorowalnodci i $miertelnosci ze statystyka
z roku 2020, mozna zaobserwowac¢ zarowno
wzrost zapadalnosci, jak i umieralnosci z powodu
tej jednostki chorobowej [1, 2].

Wsréd nowotworéw wykazujacych znaczace
podobienistwo histologiczne guzéw rozwijajacych
sie zaréwno w organizmie ludzkim, jak i u Danio
rerio zwraca si¢ uwage miedzy innymi na raka
prostaty, raka piersi, raka gruczoléw slinowych
oraz wlasnie czerniaka [21, 34, 35]. Podobnie jak
u czlowieka, tak i u Danio pregowanego mela-
nocyty zlokalizowane sg w warstwie podstaw-
nej naskorka, a ich rozwdj biologiczny przebiega
w analogiczny sposéb [36]. Fakty te stanowig przy-
czyne prowadzenia badan in vivo majacych na
celu zwiekszanie wiedzy na temat rozwoju, prze-
rzutowosci i skutecznego leczenia najgrozniej-
szego nowotworu skory, w ktérych wykorzystuje
sie omawiany model rybi. Przyklady takich badari
opisano w kolejnym podrozdziale.

W badaniu opisanym w 2021 r. przez Tobie
iin. analizowano uzyteczno$¢ Danio pregowa-
nego w poszerzaniu wiedzy na temat proce-
séw metastazy i metod leczenia rzadkiego zlo-
$liwego nowotworu, jakim jest czerniak blony
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naczyniowej oka (ang. uveal melanoma, UM).
Szacuje sie, ze u blisko polowy pacjentéw roz-
wija on wariant metastatyczny, co wigze si¢ ze
znaczng umieralnoscia, nawet w przypadku
wezesnego wykrycia i podjecia leczenia [37-39)].
Nietrudno o wniosek, ze opracowanie wiary-
godnego modelu in vivo, ktéry méglby stano-
wid platforme do testowania nowych lekéw, jest
konieczne. W niniejszym badaniu podjeto prébe
inokulacji czterech linii komérkowych - wysoce
metastatycznych mysich linii B16-BL6 oraz
B16-LS9, ludzkich komdrek czerniaka linii
A375M oraz ludzkich komérek UM linii 92.1 -
bezposrednio do rozwijajacej sie naczyniowki
galki ocznej embrionéw Danio rerio w 2 DPF. Po
uzyskaniu potwierdzenia, ze wybrane mikro-
$rodowisko sprzyja rozwojowi i migracji komo-
rek nowotworowych z miejsca inokulacji, pod-
jeto prébe opracowania ilosciowej metody analizy
badanych komdrek. Aby pokona¢ dotychcza-
sowe niepowodzenia w tym zakresie, wynika-
jace z niesprzyjajacej budowy anatomicznej oka,
zaproponowano alternatywna metode pomiaru
ilosciowego, w ktoérej znakowano komorki linii
nowotworowych enzymem lucyferazg i mierzono
sygnal generowanej przez nie bioluminescencji.
Po otrzymaniu obiecujacych rezultatéw, przy-
stapiono do gléwnej czesci eksperymentu, w kté-
rej oceniano aktywnos$¢ przeciwnowotworowsg
trzech lekéw (paklitaksel, ewerolimus, panobi-
nostat) w opracowanym modelu rybim. W opar-
ciu o pomiar bioluminescencji, stwierdzono, ze
najwyzsza efektywnoscia charakteryzuje sie bez-
posrednia podaz lekéw do galek ocznych obcia-
zonych rozwojem nowotworu. Przeprowadzone
badania pozwolily na potwierdzenie, ze orga-
nizm Danio rerio méglby byé¢ odpowiedzig na
potrzebe wprowadzenia wiarygodnego modelu
invivo do oceny skuteczno$ci nowych lekéw, nie
tylko w terapii UM, ale potencjalnie tez innych
nowotworéw oka oraz nowotworéw przerzutu-
jacych do narzadu wzroku. Opracowana metoda
pomiaru bioluminescencji znakowanych komo-
rek nowotworowych zmniejszyla trudnosci
wynikajace z niesprzyjajacego oznaczeniom $ro-
dowiska galki ocznej, umozliwiajac tym samym
prowadzenie badan ilosciowych nowotworéw
w standardowym miejscu ich rozwoju w organi-
zmie ludzkim przy uzyciu modelu Danio prego-
wanego [37].

Celem kolejnych badan, przeprowadzonych
przez Yin i in., bylo sprawdzenie, czy organizm
Danio pregowanego moze by¢ uzytecznym mode-
lem in vivo w rozwijaniu metod leczenia sperso-
nalizowanego UM [40]. W tym wypadku posta-
nowiono jednak o ksenotransplantacji komdérek
pochodzacych bezposrednio od pacjentéw
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chorujacych na te jednostke. Autorzy zdecydowali
sie na popularny sposéb inokulacji komérek nowo-
tworowych do przewodu Cuviera, dzieki czemu
mozliwa byla prosta metoda podazy badanych
substancji przeciwnowotworowych do srodowi-
ska bytowania ryb. Szereg podjetych badari umoz-
liwito potwierdzenie, ze stworzone w warunkach
laboratoryjnych kultury sferoidalne, pochodzace
z pierwotnych tkanek UM, zachowuja wiasciwo-
$cibiologiczne melanocytéw i sklonno$ci metasta-
tyczne po inokulacji do embrionéw Danio rerio.
W wygenerowanym modelu oceniono efektyw-
no$¢ dzialania dwéch potencjalnych substancji
przeciwnowotworowych (nawitoklaks, eweroli-
mus). Stwierdzono, Zze zaréwno monoterapia, jak
i terapia kombinowana wstrzymuja nowotworze-
nie i metastaze, jednak lepsze rezultaty zaobser-
wowano w przypadku terapii laczonej. Uzyskane
wyniki, podobnie jak w opisanym powyzej bada-
niu Tobia i in., potwierdzily, Ze Danio pregowany
moglby stanowi¢ odpowiedni model do badan in
vivo nowych lekéw przeciwnowotworowych. Co
wiecej, moze by¢ on takze uzyteczny w szaco-
waniu odpowiedzi pacjenta na spersonalizowane
leczenie UM. Zwrdécono uwage, ze organizm Danio
rerio charakteryzuje sie¢ wieksza skutecznoscia
przyjecia ksenoprzeszezepu UM niz wieksze zwie-
rzeta laboratoryjne, przede wszystkim ze wzgledu
na fakt, ze kazdy pierwotny rozrost UM w galce
ocznej jest niewielkich rozmiaréw i w wiek-
szych organizmach moze zosta¢ wyeliminowany
przez uklad odpornosciowy, ktéry, jak wiadomo,
w poczatkowym etapie zycia ryb pozostaje nie-
rozwiniety. Omawiany model wydaje sie row-
niez obiecujacy w obrazowaniu proceséw inwa-
zji naczyniowej, ekstrawasacji i angiogenezy UM,
nie tylko ze wzgledu na transparentnos¢ embrio-
noéw, ale takze mozliwo$¢ wykorzystania modelu
transgenicznego, z wyznakowanym fluorescencyj-
nie ukladem naczyniowym [40].

W pracy Lu i Patton podjeto prébe sprawdzenia,
czy organizm Danio pregowanego, o dotychczas
potwierdzonej uzytecznosci w zglebianiu wie-
dzy na temat mechanizmdéw inicjacji i progresji
nowotworu oraz opracowywaniu nowych metod
terapii czerniaka, méglby postuzyé w obrazowa-
niu procesu nabywania oporno$ci w trakcie diu-
gotrwalego leczenia [41]. Zdecydowano o wybo-
rze dorostych, w pelni rozwinietych osobnikéw,
poniewaz prezentuja zblizone do ludzkich mecha-
nizmy opornosci wrodzonej i nabytej, a dodat-
kowo, szlak metabolizmu lekéw przebiega u nich
w spos6b analogiczny jak u czlowieka. W celu
przezwyciezenia trudnosci wynikajacej z nie-
efektywnej podazy precyzyjnej dawki leku stwo-
rzono szczeg6lows recepture, stuzacg opracowa-
niu nowatorskiego sposobu podazy leku (tutaj:
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wemurafenibu) w formie dobrze przyswajalnego
granulatu, podawanego do wody i wchlanianego
doustnie przez ryby w sposéb dobrowolny. Metoda
okazala sie skuteczna, nieinwazyjna, nietoksyczna
idobrze tolerowana przez doroste osobniki, dzieki
czemu mozliwa stala sie ilo§ciowa podaz dziennej
dawki wemurafenibu rybom obciazonym pod-
typem czerniaka z mutacjg BRAF V600E. Lecze-
nie kontynuowane przez 10 tygodni pozwolilo na
zaobserwowanie regresji choroby z nastepujaca
progresja, zwiazang z nabywaniem oporno$ci na
stosowane leczenie, co wydaje sie zbiezne z reak-
cja obserwowana u pacjentéw leczonych przewle-
kle. Praca dala podloze dla modelowania zjawiska
opornosci u Danio pregowanego oraz zglebiania
proceséw zwiazanych z jej nabywaniem u pacjen-
téw. Opracowany sposéb doustnej, dobrowolnej
podazy testowanego leku dorostym Danio rerio,
znaczaco ulatwia efektywne wykorzystanie tego
organizmu w podobnych eksperymentach w przy-
szlosci [41].

W pracy Montal i in. zwrécono uwage na fakt,
ze w przypadku plci meskiej czerniak rozwija sie
z wiekszg czestotliwos$cig u pacjentéw otylych niz
szczuplych [42]. Badania nad charakterem tych
interakeji prowadzono dotychczas z udzialem
myszy, nigdy jednak nie brano w nich pod uwage
wplywu plci. Uznano za konieczne przeprowadze-
nie analizy, w ktérej wzieto by pod uwage zalez-
no$¢ pomiedzy wszystkimi trzema czynnikami.
Zdecydowano o wyborze modelu Danio prego-
wanego przede wszystkim ze wzgledu na znaczne
skrécenie czasu analizy wzgledem wyzszych kre-
gowcow oraz latwos¢ wprowadzenia modyfikacji
genetycznej do organizmu. Otylos¢ o typie trzew-
nym uryb wywolano poprzez inicjacje nadekspre-
sji bialka zwigzanego z Agouti (ang. Agouti-rela-
ted protein, AGRP), odpowiedzialnego za regulacje
laknienia, i zauwazono, Ze ten rodzaj manipu-
lacji zwieksza podatnos¢ Danio rerio na rozwdj
otylosci po zastosowaniu diety wysokotluszczo-
wej. W kolejnej fazie badan potwierdzono, ze ryby
z otylo$cig nabyta w wyniku nadekspresji AGRP
znacznie szybciej niz ryby z grupy kontrolnej
rozwijaja omawiany nowotwor skéry. Podobnie
jak w przypadku ludzi, korelacje tego typu spo-
strzezono wylacznie wéréd osobnikéw meskich.
W ostatnim etapie badai poréwnano ze sobg
dwa genotypy czerniaka. Stwierdzono korelacje
pomiedzy otylo$cig a rozwojem czerniaka z muta-
cja BRAF V60OE i p53 w polaczeniu z delecja Rbl,
nie zaobserwowano natomiast tego typu zwigzku
w przypadku polaczenia z delecja Pten. Prze-
prowadzone badania potwierdzaja, Ze interakcje
pomiedzy omawianymi czynnikami ustrojowymi
a rozwojem czerniaka zalezg takze od samego
genotypu nowotworu. Wieloetapowa analiza zdaje
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sie popierac teze, ze kluczowe jest kreowanie swo-
istych platform in vivo, ktére umozliwilyby jed-
noczesng analize wielu aspektéw nowotworzenia,
pochodzacych zaréwno z organizmu pacjenta, jak
ibezposrednio od zmiany nowotworowej. Wydaje
sie, ze Danio pregowany moze by¢ idealnym kan-
dydatem do prowadzenia tego typu analiz na sze-
rokg skale [42].

Codolo i in. w swoim badaniu wskazali na
pewne cechy komoérek czerniakowych, ktére
ulatwiajq przebieg proceséw zwiazanych z ini-
cjacja nowotworzenia. Zwrécono uwage na zdol-
nos$¢ komorek do produkeji czynnikéw dzia-
lajacych supresyjnie na ukiad odpornosciowy
czlowieka oraz umiejetnosc rekrutacji do TME
komoérek immunologicznych, w tym makrofa-
goéw, ktére w najblizszym srodowisku guza ulegaja
modyfikacji, uzyskujac aktywnos¢ pronowotwo-
rowa. W niniejszej pracy badano role biatka Heli-
cobacter pylori aktywujacego neutrofile (ang.
Helicobacter pylori neutrophil activating pro-
tein, HP-NAP) w przeciwdzialaniu powyzszym
procesom za posrednictwem modulacji aktyw-
nosci makrofagéw, ktére znalazly sie pod wply-
wem TME [43]. Do realizacji celu wybrano model
Danio pregowanego ze wzgledu na potwier-
dzong skutecznos$é w badaniach nad nowotwo-
rzeniem i ukladem immunologicznym. Zwrécono
uwage takze na wysokie podobierstwo struk-
tury uktadu odpornosci wrodzonej w organizmie
Danio rerio i czlowieka. W poczatkowej fazie
badan, larwom Danio pregowanego inokulowano
ludzkie komdrki linii nowotworowej czerniaka.
W 4 DPF ryby w grupie badanej poddano dzia-
taniu HP-NAP. Po uplywie 5 dni zaobserwowano
zmniejszong mase guza u larw, redukcje liczby
ognisk metastatycznych oraz wzrost przezywal-
nosci wzgledem grupy kontrolnej. Szereg badan
in vitro umozliwil wysnucie wniosku, ze aktyw-
no$¢ HP-NAP in vivo nie jest oparta na bezpo-
$rednim dzialaniu na komorki czerniaka, dlatego
w drugiej czesci eksperymentu wykorzystano
lini¢ Danio pregowanego Tg(mpegl:eGFP)gl22,
cechujacy sie fluorescencyjnym wyznakowaniem
makrofagéw, w celu zbadania wplywu HP-NAP
na aktywnos$¢ fagocytéw. W grupie larw ekspo-
nowanej na biatko bakteryjne zauwazono wzmo-
zong rekrutacje makrofagéw do miejsca inokula-
cji komorek czerniaka oraz tendencje fagocytéw
do dzialan antykancerogennych, a ekspresja cyto-
kin prozapalnych na ich powierzchni okazala sie
znacznie wyzsza niz na komorkach z grupy kon-
trolnej. W ten sposéb udowodniono, ze bezpo-
$rednim celem HP-NAP sa wlasnie makrofagi oraz
ze analizowane bialko jest zdolne do hamowa-
nia rozwoju guza poprzez przywrocenie prze-
ciwnowotworowej aktywnosci fagocytéw, nawet
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przy braku pelnej odpornosci. To potwierdza, ze
HP-NAP posiada potencjal w terapii przerzutuja-
cego czerniaka. Przeprowadzenie tego typu badan
byloby niemozliwe bez organizmu cechujacego sie
opdZnionym rozwojem mechanizméw odpornos$ci
nabytej. Analiza dzialania HP-NAP z wykorzysta-
niem larw Danio pregowanego umozliwila ocene
wplywu biatka na elementy odpornosci wrodzo-
nej, w sytuacji uposledzonej aktywnosci limfo-
cytow. Nie bez znaczenia pozostaje mozliwosé
wykorzystania transgenicznej linii Danio rerio,
z wyznakowang linig makrofagéw, co znaczaco
ulatwia wizualizacje wynikéw in vivo w czasie
rzeczywistym [43].

Wykorzystanie Danio pregowanego w omo-
wionych pracach, zwigzanych ze zglebianiem
proceséw lezacych u podstaw rozwoju, meta-
stazy i terapii czerniaka, nioslo ze soba wiele nie-
podwazalnych korzysci. Omawiany organizm
modelowy okazal sie dobrym wyborem zaréwno
w przypadku badan ,klasycznej” postaci czer-
niaka, jak i podtypu UM. Danio rerio, dzieki
wspomnianemu niskiemu odsetkowi odrzuceni
ksenoprzeszczepéw, réwniez tych o niewielkich
rozmiarach, wykazuje duzo wyzsza skutecznosé
modelowania nowotworéw gatki ocznejniz wyz-
sze kregowce. W opisanych badaniach nad czer-
niakiem czerpie si¢ korzy$ci wynikajace z takich
cech Danio rerio jak: niejednoczesne dojrzewa-
nie mechanizméw wrodzonej i nabytej odpor-
nosci, latwos¢ wprowadzania manipulacji gene-
tycznych oraz mozliwo$¢é wykorzystywania linii
transgenicznych, o wlasciwo$ciach ulatwiajacych
przyzyciowa wizualizacje. Bardzo cenna wydaje
sie mozliwos¢ wykorzystania Danio pregowanego
jako platformy do badant nowych substancji tera-
peutycznych oraz szacowania skutecznosci tera-
pii spersonalizowanych, niezbednych do efek-
tywnego leczenia najgroZniejszego nowotworu
skory, jakim jest czerniak.

Podsumowanie kluczowych aspektéw wybra-
nych do niniejszego przegladu prac badawczych,
ukierunkowanych na czerniaka, przedstawiono
w tabeli 2.

WNIOSKI

Celem niniejszej pracy byl przeglad systema-
tyczny publikacji naukowych, w ktérych postu-
zono sie modelem zwierzecym Danio pregowa-
nego w badaniach przedklinicznych dotyczacych
raka jelita grubego oraz czerniaka. Na podstawie
przedstawionych informacji oszacowano mozli-
wosci wykorzystania organizmu w realizacji prac
badawczych ukierunkowanych na proces nowo-
tworzenia i uznano, ze Danio rerio, dzigki uni-
kalnemu zestawowi cech, stanowi obiecujaca
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platforme eksperymentalng, umozliwiajaca wyko-
nywanie czynno$ci, ktére przy uzyciu innych
popularnych modeli przyzyciowych bylyby utrud-
nione lub wrecz niemozliwe.

Zebrane i przedstawione powyzej opracowania
wybranych publikacji naukowych uwidaczniaja
szerokie spektrum zastosowania modelu rybiego
w testowaniu nowych substancji terapeutycz-
nych [22, 37], w tym takze, co bardzo istotne,
w rozwoju metod leczenia spersonalizowanego.
Do podobnych wnioskéw doszli Al-Hamaly i in.,
opisujac model Danio rerio jako stosunkowo pro-
sta, szybka i skuteczng platforme do prowadzenia
badan farmakologicznych, w tym takze zglebia-
nia aspektéw terapii celowanej [44]. Badania tego
typu oparte sa na ksenoprzeszczepianiu materiatu
pochodzacego bezposrednio z tkanki nowotwo-
rowej chorujacego pacjenta do organizmu Danio
pregowanego i péZzniejszym wyborze najskutecz-
niejszej opcji leczenia. Proces ten cechuje wysoka
efektywnosé, przede wszystkim dzieki opdz-
nionemu dojrzewaniu mechanizméw odporno-
$ci nabytej u mlodocianej ryby, a takze mozliwo-
$ci uzyskania funkcjonalnego przeszczepu nawet
ztkanki o bardzo malej objetosci, co w przypadku
wyzszych kregowcéw jest zazwyczaj niewyko-
nalne [33, 40]. Wspélczesne osiagniecia w zakre-
sie wykorzystania Danio pregowanego w rozwoju
terapii celowanej moga w przyszlosci okazad sie
przelomowe.

Danio rerio z sukcesem zastosowano do scha-
rakteryzowania procesu nabywania opornosci
w przebiegu dlugotrwalego leczenia, rutynowo
stosowanego w terapii onkologicznej. Wykorzy-
stane w badaniu dorosle osobniki cechuja si¢ pelna
immunokompetentnos$ciag i analogicznym meta-
bolizmem lekéw wzgledem cztowieka, stano-
wig wiec model potencjalnie wysoce zblizony do
organizmu ludzkiego [31, 41]. Fazio i in. w swo-
jej pracy takze analizowali perspektywy i ogra-
niczenia zastosowania modelu rybiego w pro-
gnozowaniu opornos$ci na podejmowane leczenie
i wykazali, ze Danio pregowany moze by¢ bar-
dziej przydatny w predykcji opornosci pierwotnej
niz wtornej [45]. W badaniach przedklinicznych
zudzialem Danio pregowanego poszukuje sie réw-
niez nowych biomarkeréw zwigzanych z nabywa-
niem opornosci na wybrang metode leczenia oraz
testuje sie rozwigzania mogace zapobiegaé podob-
nym przypadkom [31]. Na przydatno$¢ modelu
rybiego w poszukiwaniu nowych biomarkeréw
prognostycznych i ustalaniu ich roli w przebiegu
nowotworzenia zwrdécili uwage Sajjad i in., nie
ukierunkowujac jednak swoich rozwazan na zja-
wisko nabywania opornosci [12].

W pracach badawczych dotyczacych nowo-
tworzenia powszechnie korzysta sie z wlasciwosci
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Danio pregowanego, jaka jest niejednoczesne doj-
rzewanie mechanizméw odpornosci wrodzonej oraz
nabytej. Cecha ta daje sposobnos¢ prowadzenia badan
ukierunkowanych na obserwacje zjawiska modu-
lacji funkcji komérek immunologicznych w obrebie
TME, oszacowania mozliwos$ci odwracania tego pro-
cesu, a takze oceny roli odpornosci swoistej w pro-
cesie nowotworowej immunoedycji. W publikacjach
podkresla sie wysoka konserwatywnos¢ odpornosci
wrodzonej pomiedzy organizmem ludzkim i rybim
[23, 43]. Potwierdzenie dla powyzszych spostrzezen
mozna znalez¢é w pracy Cheniin., w ktérej wyszcze-
goélniono wiele zalet plynacych z wykorzystania
modelu Danio rerio w badaniach nad TME [20].

Omawiany model zwierzecy znalazt réwniez
zastosowanie w ocenie wplywu réznych czynni-
kéw ryzyka na rozwdéj nowotworzenia. Jako przy-
czyne wyboru Danio rerio w tego rodzaju badaniach
wskazano maksymalne skrécenie czasu analizy oraz
latwos¢ wprowadzania manipulacji genetycznych,
co umozliwia prowadzenie przyzyciowej obserwacji
i wizualizacje wynikow [42]. Wykazano takze sku-
teczno$¢ modelu w badaniu roli IncRNA oraz SNHG
w progresji nowotworzenia [26]. Temat ten zostal
szeroko opisany w pracy Huiin., ktérzy na podsta-
wie przytoczonych Zrddet literaturowych potwier-
dzili stuszno$é zastosowania Danio pregowanego
w badaniach ukierunkowanych na analize funk-
cji IncRNA, bioracych udzial w progresji nowotwo-
rzenia [34].

Wszystkie przedstawione w niniejszej pracy cechy
Danio pregowanego oraz wybrane i opisane badania
zwigzane z kancerogenezg i procesami pokrewnymi,
wydaja sie jednoznacznie potwierdzaé¢ uzytecz-
nos¢ modelu rybiego w onkologii eksperymentalnej
i wprost ttumaczy¢ coraz powszechniejsze zaintere-
sowanie omawianym organizmem laboratoryjnym
w sferze badan przedklinicznych.

uzyskanych wynikéw, ze wzgledu na wystepujace
niespéjnosci wzgledem rezultatéw uzyskanych

Podkreslono konieczno$¢ potwierdzenia
w innych pracach badawczych.

Nie wskazano.

wzgledem rezultatéw uzyskanych w innych pracach

badawczych.

przeprowadzenie badan;
- zamieszczono kompletne informacje dot. przeprowadzonej

przeprowadzenie badan;
- zamieszczono kompletne informacje dot. przeprowadzonej

analizy statystycznej;
- ujeto informacje dot. uzyskania wynikéw nieistotnych

analizy statystycznej;
- odniesiono uzyskane wyniki do rezultatow uzyskanych

statystycznie;
- oméwiono potencjalne przyczyny niespéjnosci wynikéw

- zamieszczono informacje dot. zgody komisji etycznej na
- zamieszczono informacje dot. zgody komisji etycznej na

Ograniczenia analizy

W trakcie omawiania kluczowych wnioskéw
z przytoczonych badan, autorzy preferencyjnie
zwrdcili uwage na rezultaty pozytywne, ktére sa
istotne z punktu widzenia obranego celu, jakim bylo
zobrazowanie spektrum mozliwosci modelu Danio

eksperymentu jest wskazana w podpisach do rycin;
- nie zamieszczono informacji na temat liczby zwierzat zmartych

w przebiegu eksperymentu.
w przebiegu eksperymentu

badanych i kontrolnych;
- nie zamieszczono informacji na temat liczby zwierzat zmartych

- przedstawiono przejrzyste dane dotyczace liczebnosci grup

- liczebnos¢ osobnikéw na poszczegdlnych etapach

Tabela 3. Ocena ryzyka btedu systematycznego w wybranych do przegladu pracach badawczych ukierunkowanych na raka jelita grubego.

Table 3. Assessment of the risk of bias in selected research studies focused on colorectal cancer.

. . o
pregowanego w badaniach nad nowotworzeniem. s S = w5
C o o T £ %%, E
Aby zachowac obiektywno$¢ oceny, nalezy jedno- = %5 3 =588
. . s .. . . a g © a ©
znacznie stwierdzi¢, ze model rybi, jak kazdy inny g2 =2 < §3sE
. . 2= o2 2=
model wykorzystywany w badaniach przedklinicz- % - g ToE
: . wnies SIS 58 855
nych, posiada nie tylko zalety, ale réwniez wady. EENEE R EENE
Py . . s 2 = N v = N T
Kobar i in. wskazuja na umiarkowana wartos¢ pre- 528 SEB o3
dvkevina i t lacvi delu Dani E£EFzESR ECz=zs5
ykecyjna i translacyjna modelu Danio pregowanego . . . ,
[46]. Yin i in. podkreslaja, ze w przypadku zasto-
sowania modelu rybiego, testowane ksenobiotyki £
. . . P € — o —
sq zazwyczaj wprowadzane bezposrednio do $rodo- SE °SH
ER=N] o o m
= oo a .o

wiska wodnego, w ktérym funkcjonuja organizmy
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badawcze. Technika ta utrudnia ocene pro-
ceséw farmakokinetycznych i farmakody-
namicznych badanej substancji oraz ograni-
cza mozliwo$¢ oszacowania ilo§ciowej dawki
przyjetej przez rybe. Rozwigzaniem tej trud-
nosci moze by¢ wybdér metody mikroiniek-
cyjnej, celem wprowadzenia ksenobiotyku
wprost do ukladu naczyniowego ryby, jest
to jednak procedura istotnie bardziej inwa-
zyjna [40]. Chen i in. zwracaja uwage na inne
ograniczenia modelu rybiego, zwigzane bez-
posrednio z badaniami ukierunkowanymi na
nowotworzenie, miedzy innymi na wysoka
$miertelno$¢ ryb po inokulacji komdrek
nowotworowych oraz réznice w tempera-
turze ciala Danio rerio i ludzi, negatywnie
wplywajaca na utrzymanie heteroprzesz-
czepu [20]. Za gléwne ograniczenie modelu
rybiego w zakresie onkologii eksperymen-
talnej, Adhish i Manjubala uwazaja fakt, ze
genetyczne modele nowotworzenia u Danio
pregowanego czesto sa tworzone na drodze
mutacji typu knockout, podczas gdy w prze-
biegu kancerogenezy u czlowieka znacznie
czesciej wystepuja mutacje missensowne,
zwigzane ze zmiang funkeji, a nie caltkowi-
tym wyciszeniem poszczegélnych bialek. Zja-
wisko to utrudnia badanie interakeji bial-
kowych oraz genetycznych podstaw choréb
nowotworowych [15].

Autorzy oryginalnych prac badawczych
kiadg nacisk na wyniki pozytywne, istotne
klinicznie i statystycznie, co jest powszechna
i w pelni zrozumialg praktyka, ale, w przy-
padku braku wynikéw neutralnych lub nega-
tywnych, moze budzic podejrzenia dotyczace
wybidrezego raportowania. W celu oszacowa-
nia wiarygodno$ci przeanalizowano ryzyko
bledu systematycznego w wybranych do
przegladu pracach badawczych, ukierun-
kowanych na raka jelita grubego i czerniaka
(tabela 3, tabela 4). Wyselekcjonowano cztery
kategorie oceny: randomizacje i za$lepienie
prob, blad utraty/ wykluczenia, ograniczenia
analizy wskazane przez autoréw poszczegol-
nych publikacji oraz kompletnos¢ raportowa-
nia, priorytetowa w przypadku podejrzenia
raportowania wybiérczego. W tym obsza-
rze, za szczegllnie istotne uznano przed-
stawienie przejrzystych informacji na temat
trudnosci metodologicznych napotka-
nych w czasie prowadzenia badan, uzyska-
nia wynikéw nieistotnych statystycznie,
niespéjnych z innymi Zrédlami, watpli-
wych lub negatywnych, a takze mozliwych
przyczyn ich uzyskania. Otwarte o$wiad-
czenie w tym zakresie uznano za kluczowe

Tabela 4. Ocena ryzyka bledu systematycznego w wybranych do przegladu pracach badawczych ukierunkowanych na czerniaka.

Table 4. Assessment of the risk of bias in selected research studies focused on melanoma.

Podkreslono koniecznos¢

- zamieszczono kompletne informacje dot. przeprowadzonej analizy

- liczebnos¢ osobnikdw na poszczegdlnych etapach

Tobiaiin. (2021) - brakinformacji na temat

(7]

przeprowadzenia dodatkowych
badan dot. oceny skutecznosci
inhibitoréw deacetylazy

statystycznej;
- odniesiono sie do trudnosci i niepowodzen napotkanych w przebiegu analizy

eksperymentu jest wskazana w podpisach do rycin;

- liczba powtérzen poszczegolnych etapéw

randomizacji préb;
- brakinformacji na temat

(obrazowanie, analiza iloéciowa) i oméwiono metody zastosowane w celu ich

ograniczenia;
- ujeto informacje dot. uzyskania wynikéw nieistotnych statystycznie;

- omowiono potencjalne przyczyny uzyskania wynikéw negatywnych;

eksperymentu jest wskazana w podpisach do rycin;
- nie zamieszczono informacji na temat liczby zwierzat

zaslepienia préb.

histonowej w leczeniu UM.

zmartych w przebiegu eksperymentu.

- odniesiono uzyskane wyniki do rezultatow uzyskanych w innych pracach

badawczych.
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w sposobie podazy leku - trudno$¢
doktadnej oceny dawkowania,

jako modelu zwierzecego (réznice
réznice farmakokinetyczne

Podkreslono trudnosci zwigzane
zwyborem Danio pregowanego
i farmakodynamiczne miedzy
organizmem ludzkim, mysim

i rybim).

metody zastosowane w celu ich ograniczenia (eliminacja artefaktow

pochodzacych od zastosowanego barwnika fluorescencyjnego);
- odniesiono uzyskane wyniki do rezultatow uzyskanych w innych pracach

przeprowadzenie badan;
- zamieszczono kompletne informacje dot. przeprowadzonej analizy

statystycznej;
- odniesiono sie do trudnosci napotkanych w przebiegu analizy i oméwiono

- zamieszczono informacje dot. licencji i zgody komisji etycznej na

osobnikow na kazdym etapie eksperymentu;
- przedstawiono przejrzyste dane dot. liczby powtdrzen

poszczegdlnych etapéw eksperymentu;
- nie zamieszczono informacji na temat liczby zwierzat

- przedstawiono przejrzyste dane dot. liczebnosci
zmartych w przebiegu eksperymentu.
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w potwierdzeniu kompletnosci raportowania.
Za dodatkowy dowdd moze postuzyé ostatnia
kolumna tabel 3 i 4, zawierajaca dane na temat
ograniczen metodologicznych, wskazanych przez
samych autoréw prac, poniewaz ich podkre-
$lenie $wiadczy bezposrednio o obiektywnosci
wnioskowania. Szczegétowe informacje na temat
przeprowadzonej analizy bledu systematycznego
zamieszczono w tabelach 31 4.

W pracach badawczych zebranych w niniej-
szym przegladzie uwage zwraca znaczna hetero-
geniczno$é metodologiczna, wyrazajaca sie w réz-
nicach w wybranych przez autoréw punktach
koricowych, wykorzystanej linii Danio pregowa-
nego, pochodzeniu materialu nowotworowego,
sposobie jego iniekcji do organizmu modelo-
wego, liczby inokulowanych komorek, a takze
czasu trwania analizy oraz rodzaju stosowa-
nych lekéw. Zjawisko heterogenicznosci stanowi
przyczyne ograniczonej mozliwosci poréwnania
i przeprowadzenia analizy statystycznej wyni-
kéw pochodzacych z réznych Zrédet literaturo-
wych, co mozna uznac za ograniczenie metodo-
logiczne. Dla uzyskania lepszej powtarzalnosci,
ujednolicenia i standaryzacji protokoléw badaw-
czych, konieczna jest $cisla wspoélpraca pomie-
dzy laboratoriamii wymiana informacji na temat
korzystnych i sprawdzonych rozwigzan. W odnie-
sieniu do celu pracy, ktérym bylo zobrazowanie
spektrum mozliwosci modelu Danio pregowa-
nego w onkologii eksperymentalnej, przedsta-
wiona réznorodnos¢ metodologiczna moze jednak
stanowic¢ potwierdzenie uzytecznosci i uniwer-
salno$ci modelu rybiego, niezaleznie od specyfiki
zastosowanego modelu badawczego.

Nalezy podkreslié, ze niniejszy przeglad
posiada jedynie charakter sygnalizacyjny, dla-
tego, dla zglebienia zawartych w nim informacii,
konieczne jest przeprowadzenie analizy na szer-
sza skale. W przyszlosci planuje sie dalsze studio-
wanie zagadnien poruszonych w pracy, co pozwoli
nalepsze zrozumienie przyczyn wyboru omawia-
nego modelu zwierzecego w analizach ukierunko-
wanych na procesy charakteryzujace inne choroby
nowotworowe. Znaczaca liczba prac badawczych,
w ktérych z sukcesem zastosowano model rybi,
prawdopodobnie wplynie na dalszy wzrost zain-
teresowania wykorzystaniem Danio pregowanego
w onkologii eksperymentalnej.

Protokoél niniejszego przegladu systematycz-
nego nie znalazl sie w bazie danych PROSPERO,
poniewaz nie wypelniono formularza rejestra-
cyjnego przed rozpoczeciem prac nad artykulem.
Baza ta stanowi obecnie istotne Zrédlo wiedzy na
temat planowanych publikacji o charakterze prze-
gladowym, zwiekszajac wiarygodnos$é, uzytecz-
no$¢iistotno$¢ wykonanej pracy, dlatego, pomimo

braku wyraZznego wymogu, niezarejestrowanie
artykutu w bazie danych autorzy uznajg za ogra-
niczenie metodologiczne.
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