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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 
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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CO NOWEGO ZAWIERA PRACA?

1.	� Zwrócenie uwagi na przyczyny i  możliwości 
stosowania modeli innych niż modeli gryzoni 
w przedklinicznych badaniach nad nowotwo-
rzeniem.

2.	� Zwrócenie uwagi na korzystne właściwości 
przyczyniające się do wzrostu zainteresowania 
modelem Danio pręgowanego w przedklinicz-
nych badaniach nad nowotworzeniem.

3.	� Przegląd publikacji badawczych dotyczących 
raka jelita grubego, w których wykorzystano 
model Danio pręgowanego, ze szczególnym 
zwróceniem uwagi na przyczyny i zalety wyko-
rzystania modelu.

4.	� Przegląd publikacji badawczych dotyczących 
czerniaka, w  których wykorzystano model 
Danio pręgowanego, ze szczególnym zwróce-
niem uwagi na przyczyny i zalety wykorzysta-
nia modelu.

WPROWADZENIE

Choroby nowotworowe stanowią obecnie jedno 
z  najszerzej analizowanych zagadnień zdrowot-
nych [1–3]. Statystyki, pomimo prowadzenia 
zaawansowanych badań przedklinicznych oraz 
rozwoju medycyny i diagnostyki, pozostają nie-
ubłagane. W 2022 r. na świecie odnotowano bli-
sko 20 mln nowych przypadków zachorowań na 
nowotwory oraz 9,7 mln zgonów będących skut-
kiem choroby [2, 4]. W porównaniu z rokiem 2020, 
kiedy oszacowano liczbę nowych przypadków na 
19,3 mln oraz liczbę zgonów na 10 mln [1], można 
zauważyć spadek umieralności, jednak zachoro-
walność wzrosła o około 700 tysięcy przypadków, 
co pokazuje skalę problemu.

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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Przyczyny nowotworzenia można w  pro-
sty sposób podzielić na egzogenne i  endogenne 
[5]. Wśród przyczyn egzogennych wskazuje się 
na znaczne narażenie społeczeństwa na czynniki 
ryzyka, takie jak palenie tytoniu, nadużywanie 
alkoholu, ogólnie pojętą złą dietę, brak aktyw-
ności fizycznej, siedzący tryb życia czy zanie-
czyszczenie powietrza [4, 6]. Spośród przyczyn 
endogennych zwraca się uwagę przede wszyst-
kim na aspekty związane z  mutacjami gene-
tycznymi, ale także na skutki narażenia na stres 
oksydacyjny, dysregulację mikrobiomu lub zabu-
rzenia funkcjonalności układu endokrynnego [5, 
7]. Warto zauważyć, że w  zależności od rodzaju 
choroby nowotworowej, czynniki ryzyka mogą 
być odmienne. Na przykład, do najważniejszych 
czynników ryzyka rozwoju raka płuc klasyfikuje 
się nałogowe, długotrwałe palenie tytoniu, eks-
pozycję na dym, spaliny, toksyczność w miejscu 
pracy itp. [8], podczas gdy prawdopodobieństwo 
rozwinięcia raka piersi zwiększa m.in. wczesne 
dojrzewanie płciowe, otyłość i mutacje w genach 
BRCA1 i BRCA2 [9].

W  badaniach przedklinicznych, również 
tych dotyczących nowotworzenia, szeroko sto-
suje się modele zwierzęce (modele przyżyciowe, 
modele in vivo). Pojęcie to odnosi się do gatun-
ków innych niż człowiek, wykorzystywanych do 
oceny przebiegu zainicjowanej choroby, opraco-
wywania nowych metod terapeutycznych oraz 
szeroko pojętego testowania leków. Model zwie-
rzęcy zwiększa możliwości prowadzenia kom-
pleksowych badań jeszcze przed przeprowadze-
niem badań z udziałem ludzi [10]. Ogromną zaletą 
modeli in vivo w  badaniach nad nowotworze-
niem jest możliwość zobrazowania przy ich uży-
ciu dynamicznie zmieniającego się mikrośrodo-
wiska rozwijającego się guza i komórek będących 
jego częścią, czego, ze względu na brak złożono-
ści żywego organizmu, nie umożliwiają modele 
in vitro [5, 11, 12]. Modele przyżyciowe pozwalają 
lepiej zrozumieć procesy leżące u podstaw inwa-
zji i progresji nowotworowej, ułatwiają poznanie 
etiologii i  podstawy molekularnej nowotworze-
nia, dają wgląd w przebieg procesu metastazy oraz 
pozwalają lepiej zrozumieć interakcje pomiędzy 
guzem a gospodarzem. Modele in vivo są również 
nieocenione w rozpoznawaniu nowych markerów 
nowotworowych, projektowaniu terapii celowa-
nych i  badaniu nowych substancji terapeutycz-
nych [12, 13].

Pomimo iż uważa się, że żaden z obecnie sto-
sowanych modeli zwierzęcych nie jest idealnym 
narzędziem do odwzorowania procesu nowo-
tworzenia toczącego się w  organizmie ludzkim 
[12, 13], w  badaniach przedklinicznych wyko-
rzystuje się kilka organizmów, cechujących się 
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Rycina 1. Embriony Danio pręgowanego w 1. dobie po zapłodnieniu 
(około 24 godziny). Mikroskopia ciemnego pola. Fotografia własna.
Figure 1. Zebrafish embryos 1 day post fertilisation (around 24 hours). 
Dark field microscopy. Own photography.

odmiennym spektrum właściwości. Do najczęściej 
wybieranych należą gryzonie (myszy, szczury, 
świnki morskie), jednak spotkać się można także 
z wyborem innych organizmów, takich jak muszki 
owocowe, kurczaki, króliki, wiewióreczniki 
(łac. Scandentia), świnie, psy, koty czy niektóre 
gatunki małp [5, 12, 13]. W badaniach przedkli-
nicznych ukierunkowanych na problemy onko-
logiczne, złotym standardem pozostaje model 
mysi [3, 5, 14], jednak w czasie ostatnich dekad 
model rybi, oparty na Danio pręgowanym (łac. 
Danio rerio, ang. Zebrafish), wydaje się zyski-
wać popularność [12, 15]. Zgodnie z  Dyrektywą 
Parlamentu Europejskiego i  Rady 2010/63/UE 
[Rozdz. 1. Art. 1. pkt. 3a)(i)] oraz Ustawą z dnia 
15 stycznia 2015 roku o ochronie zwierząt wyko-
rzystywanych do celów 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 podlegają ochro-
nie prawnej [16, 17]. Danio pręgowane do piątego 
dnia po zapłodnieniu (ang. day post fertilisation, 
DPF) nie żerują, żywią się jedynie substancjami 
zawartymi w  obrębie żółtka, dlatego też nie są 
uznawane w świetle prawa za zwierzęta doświad-
czalne i nie wymagana jest zgoda Komisji Etycz-
nej do prowadzenia badań z ich udziałem. Praca 
z  Danio rerio do 5  DPF włącznie stanowi więc 
metodę alternatywną wobec klasycznych testów 
in vivo [18].

Zwraca się uwagę na liczne właściwości, które 
przyczyniły się do wzrostu zainteresowania 
modelem Danio pręgowanego w badaniach doty-
czących ludzkich chorób, w tym także nowotwo-
rzenia. Pomimo że organizm ten jest niewielkich 
rozmiarów, posiada genom blisko w 70% zgodny 
z  genomem ludzkim. W  trakcie jednego tarła 
zapłodnionych zostaje kilkaset embrionów. Sam 
proces zapłodnienia i  późniejszy rozwój Danio 
rerio odbywają się w  sposób pozaustrojowy, 
dzięki czemu możliwe jest prowadzenie przy-
życiowych obserwacji już od pierwszych chwil 
życia ryby. Embrion i młodocianą larwę, a także 
osobniki dorosłe genetycznie modyfikowanej linii 
casper, cechuje przezroczystość powłok ciała, co 
znacząco ułatwia wizualizację namnażających się 
komórek nowotworowych i  dokonywanie oglę-
dzin in vivo bezpośrednio od chwili inokula-
cji. Wprowadzanie różnego rodzaju manipula-
cji genetycznych do genomu ryby jest czynnością 
stosunkowo łatwą, dlatego też w celach badaw-
czych wykorzystuje się organizmy modyfiko-
wane, cechujące się na przykład fluorescencyj-
nym wyznakowaniem układu naczyniowego lub 
wybranego rodzaju komórek. Wzrost i dojrzewa-
nie Danio pręgowanego przebiegają o wiele szyb-
ciej niż u  wyższych kręgowców (por. rycina  1), 

co znacząco skraca czas potrzebny do pozyska-
nia istotnych klinicznie wyników. Ważną cechą 
modelu jest niejednoczesne dojrzewanie wro-
dzonej i  nabytej odporności – u  wyższych krę-
gowców odporność nabyta rozwija się już od 
pierwszych chwil życia, natomiast u Danio prę-
gowanego w  pierwszym miesiącu życia działają 
wyłącznie mechanizmy odporności wrodzonej, 
dlatego też wskaźnik odrzuceń przeszczepu pod-
czas podejmowanych prób inokulacji jest znacznie 
niższy niż w przypadku innych modeli przyży-
ciowych. Warto także podkreślić, że koszt utrzy-
mania osobników w eksperymencie jest wyraź-
nie niższy niż w przypadku kręgowców wyższych 
[3, 12, 14, 19–21].

CEL PRACY

Celem niniejszego przeglądu systematycznego 
jest zobrazowanie spektrum możliwości, jakie 
oferuje model Danio pręgowanego w  badaniach 
z zakresu onkologii eksperymentalnej, w oparciu 
o przegląd oryginalnych prac badawczych doty-
czących dwóch wybranych nowotworów złośli-
wych: raka jelita grubego oraz czerniaka.

METODYKA WYSZUKIWANIA 
I DOBORU PIŚMIENNICTWA

Przeglądu literatury dokonano korzystając 
w  przeważającym zakresie z  baz danych Pub-
Med i Mendeley oraz z bazy Science Direct w stop-
niu uzupełniającym, używając słów kluczowych: 
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nowotwór (ang. cancer), Danio pręgowany (ang. 
zebrafish, łac. 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, wprowadzając, jako dodatkowe kryte-
rium, datę 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 wyjaśnienia bardziej zaawan-
sowanych procesów, pojęć i  zjawisk, takich jak 
immunoedycja (ang. immunoediting), długie nie-
kodujące RNA (ang. long non-coding RNA), geny 
gospodarza małego jąderkowego RNA (ang. small 
nucleolar RNA host genes), czerniak błony naczy-
niowej oka (ang. uveal melanoma”) wykonano 
przegląd pomocniczy przy użyciu tych samych 
baz danych (w procesie wyszukiwania korzystano 
z  pojedynczych haseł kluczowych, bez tworze-
nia kombinacji, w znaczącej przewadze opierając 
się na informacjach zawartych w  pracach prze-
glądowych). W podrozdziałach dotyczących raka 
jelita grubego oraz czerniaka ujęto globalne dane 
statystyczne na temat nowotworzenia (GLOBO-
CAN), porównując ze sobą raporty pochodzące 
z  lat 2020  i  2022 (ang. global cancer statistics 
2020; global cancer statistics 2022). W  podroz-
dziale „Czerniak”, przedstawiono dodatkowo 
informacje na temat podobieństwa histologicznego 
guzów rozwijających się zarówno u człowieka, jak 
i u Danio pręgowanego.

W początkowym, pierwszym etapie pracy źró-
dła bibliograficzne selekcjonowało trzech auto-
rów w  sposób niezależny od siebie, biorąc pod 
uwagę tematykę niniejszej pracy oraz typ arty-
kułu (prace przeglądowe i  oryginalne prace 
badawcze, z  wyłączeniem dokumentów będą-
cych streszczeniami konferencyjnymi, pracami 
dyplomowymi i  preprintami). W  drugim etapie 
pracy wspólnie przeprowadzono selekcję zgro-
madzonej literatury, rozpoczynając od wyeli-
minowania prac powtarzających się oraz, uzna-
nych na drodze kompromisu, za niewystarczająco 
istotne. W  tym celu wspólnie przeprowadzono 
ponowną analizę prac zgromadzonych przez 
wszystkich współautorów. W kolejnym, trzecim 
etapie, oceniono zasadniczą treść zgromadzo-
nej literatury pod kątem zgodności ze wspólnie 
wybranymi i zaakceptowanymi kryteriami włą-
czenia i wyłączenia. Do kryteriów włączenia zali-
czono: zgodność względem wybranej terminolo-
gii kluczowej, język angielski prac, rok publikacji 
obejmujący lata 2019–2025. Wśród kryteriów 
wykluczających prace z  niniejszego przeglądu 
wyróżniono: nieaktualną datę wydania (artykuły 

opublikowane przed rokiem 2019, z  wyjątkiem 
nadal obowiązujących aktów prawnych), niewła-
ściwy typ i brak dopasowania względem wybra-
nych słów kluczowych oraz język pracy inny niż 
język angielski (por. diagram 1: schemat blokowy 
PRISMA). Preferencyjnie brano pod uwagę prace, 
w  których prowadzono badania z  wykorzysta-
niem Danio pręgowanego w sposób przyżyciowy, 
dlatego we wszystkich wybranych publikacjach 
figuruje model in vivo. Czterdzieści dwa spośród 
czterdziestu sześciu cytowanych źródeł literatu-
rowych stanowiły prace opublikowane w latach 
2020–2024.

Wszystkie kluczowe etapy selekcji bibliogra-
fii przeprowadzono z zachowaniem kompromisu 
(zostały przeprowadzone przez trzech współpra-
cujących ze sobą autorów). Wyłącznie etap pier-
wotnej selekcji był procesem przeprowadzonym 
niezależnie, na podstawie wspólnie ustalonych 
kryteriów wstępnych, dlatego podjęto decyzję 
o odstąpieniu od statystycznego pomiaru formal-
nego stopnia zgodności międzyoceniającej.

Główne podrozdziały niniejszego artykułu 
(„Rak jelita grubego”, „Czerniak”) oparto na dzie-
sięciu oryginalnych pracach badawczych, opubli-
kowanych w  latach 2021–2024  i  ukierunkowa-
nych na jedną z dwóch kluczowych dla niniejszej 
pracy chorób nowotworowych (do analizy nie włą-
czono prac, w których głównym obiektem badaw-
czym był nowotwór innego typu), a zawarte w nich 
informacje rozszerzono i uszczegółowiono, posłu-
gując się danymi zawartymi w piętnastu dodatko-
wych źródłach literaturowych, opublikowanych 
opublikowanych w latach 2020–2024.

Nie zarejestrowano protokołu niniejszego 
przeglądu systematycznego w  bazie danych 
PROSPERO.

WYNIKI I DYSKUSJA

Rak jelita grubego

Nawiązując do globalnych statystyk dotyczą-
cych nowotworzenia (GLOBOCAN) z 2022 r., rak 
jelita grubego (ang. colorectal cancer, CRC) zaj-
muje trzecie miejsce pod względem zapadalności 
oraz drugie pod względem śmiertelności spośród 
wszystkich chorób nowotworowych na świecie [2]. 
W porównaniu ze statystyką z roku 2020, zacho-
rowalność wydaje się utrzymywać na podob-
nym poziomie, natomiast umieralność nieznacz-
nie zmalała [1]. Ze względu na liczbę zachorowań 
oraz nadal wysoką umieralność z  powodu CRC, 
naukowcy stale poszukują najlepszych możliwych 
metod detekcji oraz leczenia tej jednostki, posłu-
gując się między innymi modelem zwierzęcym 
Danio pręgowanego.
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W pracy Tao i in. opublikowanej w 2021 r. opi-
sano badania przeprowadzone w celu przetesto-
wania skuteczności leczenia raka jelita grubego 
nowym ksenobiotykiem z udziałem modelu Danio 
rerio [22]. Obecnie, w chemioterapii CRC często 
wykorzystywanym organicznym związkiem cyto-
statycznym jest 5-fluorouracyl (5-FU). Działanie 
5-FU związane jest z  występowaniem licznych 
skutków ubocznych, co stało się przyczyną poszu-
kiwania alternatywnych opcji leczenia. W badaniu 

opisano hamujący wpływ naturalnego polisacha-
rydu bogatego w mannozę, pozyskanego ze stor-
czyka gatunku Dendrobium officinale (ang. Den-
drobium officinale polysaccharide, DOPW-1), na 
komórki CRC. Badania na temat roli tego czynnika 
w leczeniu raka opierają się głównie na wynikach 
testów in vitro, prowadzonych na ludzkich liniach 
komórkowych raka jelita grubego HT-29. Niewy-
starczająca liczba badań in vivo skłoniła naukow-
ców do wykorzystania modelu zwierzęcego. 

Diagram 1. Schemat blokowy PRISMA 2020 dla nowych przeglądów systematycznych, które obejmowały przeszukiwanie baz 
danych, rejestrów i innych źródeł. 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]
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Obiecującym wyborem okazał się Danio pręgo-
wany. W  pracy podjęto decyzję o  wyborze tego 
modelu przede wszystkim ze względu na takie 
cechy jak: szybkie zdolności reprodukcyjne, 
transparentność powłok ciała oraz fizjologiczne 
i  genetyczne podobieństwo do organizmu ludz-
kiego. Przeprowadzone badania dowiodły, że 
DOPW-1 wykazuje obiecujące przeciwnowotwo-
rowe właściwości zarówno w przypadku badań in 
vitro, jak i in vivo w modelu Danio rerio. Wyka-
zano spójność badań in vitro i  in vivo w  przy-
padku wyższej skuteczności połączenia terapii 
DOPW-1  i  5-FU niż samodzielnego stosowania 
5-FU, nie stwierdzono natomiast istotnych róż-
nic między terapią kombinowaną DOPW-1 i 5-FU 
a monoterapią DOPW-1, co okazuje się niespójne 
z badaniami in vitro. Powyższe wyniki sugerują 
korzystny efekt stosowania DOPW-1 jako terapii 
samodzielnej lub w  połączeniu z  5-FU w  lecze-
niu CRC, jednak istnieje potrzeba potwierdzenia 
uzyskanych wyników w przyszłości [22]. Wyko-
rzystanie modelu in vivo Danio pręgowanego 
pozwoliło na wizualizację badań prowadzonych 
in vitro i  ocenę korelacji między nimi. Dodat-
kowo, ze względu na liczne cechy podobieństwa 
organizmu Danio rerio i  człowieka, szczególnie 
w zakresie genomu, wyniki badań mogą być eks-
trapolowane na organizm ludzki i stanowić pod-
stawę do wdrożenia nowej terapii CRC z wykorzy-
staniem DOPW-1.

Warte uwagi badanie z  udziałem modelu 
Danio rerio przedstawiono w  2021  r. w  pracy 
Póvoa i  in., dotyczącej roli wrodzonej odpowie-
dzi immunologicznej w  procesie immunoedy-
cji (ang. immunoediting) [23]. Immunoedycja 
to hipotetyczny proces, w  którym zmutowane 
komórki wyswobadzają się spod nadzoru immu-
nologicznego, inicjując proces nowotworzenia. 
Proces ten składa się z  trzech faz: eliminacji, 
równowagi i ucieczki. W pierwszej fazie komórki 
układu odpornościowego poprawnie rozpoznają 
i eliminują komórki potencjalnie nowotworowe. 
Niektórym z komórek nowotworowych udaje się 
przetrwać ten etap i przejść do fazy równowagi, 
gdzie dzielą się pod nadzorem układu odporno-
ściowego i  mogą pozostać niezauważone nawet 
przez cały czas trwania życia. Można stwier-
dzić, że procesy eliminacji komórek nowotworo-
wych i nowotworzenia na tym etapie współwy-
stępują ze sobą. W  fazie równowagi może dojść 
także do wyselekcjonowania w  mikrośrodowi-
sku guza (ang. tumor microenvironment, TME) 
klonów nowotworowych opornych na działanie 
układu immunologicznego. W wyniku tego zja-
wiska następuje faza trzecia, tj. ucieczka, w której 
komórki nowotworowe przełamują mechanizmy 
obronne organizmu i uwalniają się spod nadzoru 

immunologicznego. Dochodzi do rearanżacji TME 
na immunosupresyjne, co warunkuje dalszy roz-
wój guza [23–25].

W przebiegu badania oceniano wpływ różnych 
mechanizmów wrodzonej odpowiedzi immu-
nologicznej na aktywny proces nowotworzenia, 
posługując się modelem Danio pręgowanego [23]. 
Wykorzystano dwa rodzaje komórek CRC, pocho-
dzących od jednego pacjenta, z  dwóch różnych 
stadiów rozwojowych guza: komórki pierwotnego 
raka jelita grubego SW480 oraz komórki metasta-
tyczne SW620, przerzutujące z obrębu guza pier-
wotnego do węzłów chłonnych. Dowiedziono, 
że obie grupy komórek różnią się dynamiką roz-
woju. SW480 uważa się za komórki regresji guza, 
natomiast SW620  wykazują wyższą oporność 
względem układu immunologicznego i  powo-
dują progresję zmian nowotworowych. Ponieważ 
wykazano, że układ odpornościowy Danio pręgo-
wanego angażuje podobne mechanizmy obronne 
we wrodzonej odpowiedzi immunologicznej do 
tych występujących u  ludzi (układ dopełniacza, 
fagocytujące makrofagi, neutrofile, receptory Toll 
– podobne), zdecydowano o wyborze tego modelu 
i zrezygnowaniu z popularnego modelu mysiego. 
W trakcie badań, embriony Danio pręgowanego 
podzielono na grupy i  wykonano iniekcję zna-
kowanych komórek SW480 i SW620 osobno oraz 
w połączeniu w różnych stosunkach ilościowych. 
Wyniki wykazały istotny wpływ komórek wro-
dzonego układu immunologicznego na przyrost 
nowotworu. Potwierdzono zróżnicowanie dyna-
miki rozwoju dwóch różnych linii komórko-
wych CRC: linia pierwotnego nowotworu oka-
zała się wrażliwsza na procesy hamujące jej rozwój 
poprzez zwiększoną rekrutację neutrofili i makro-
fagów, natomiast linia pochodząca z  przerzutu 
wykazała zdolność umiejętnego wymykania się 
spod nadzoru immunologicznego poprzez mody-
fikację TME [23]. O wyborze modelu Danio pręgo-
wanego zdecydowano ze względu na konserwa-
tywność wrodzonego układu immunologicznego 
z ludzkim oraz możliwość przeprowadzenia eks-
perymentu i ukazania dynamiki zmian nowotwo-
rowych w krótkim czasie – 4 dni [23].

W 2022 r. opublikowano badanie Wanga i in., 
w którym wykorzystano model Danio pręgowa-
nego do analizy roli długiego niekodującego RNA 
(ang. long non-coding RNA, lncRNA) i ekspresji 
genów gospodarza małego jąderkowego RNA (ang. 
small nucleolar RNA host genes, SNHG) w rozwoju 
CRC [26]. Długie niekodujące RNA to grupa trans-
kryptomów dłuższych niż 200 nukleotydów, nie-
kodujących białka, ale zaangażowanych w wiele 
funkcji fizjologicznych, a także procesy związane 
z progresją nowotworu [27, 28]. Z kolei SNHG to 
grupa genów, których ekspresja powiązana jest 
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ze wzmożonym rozwojem różnych nowotworów, 
w tym CRC [29]. Jednym z nich jest gen SNHG4, 
będący przykładem lncRNA o  udowodnio-
nym wpływie na proliferację i migrację komórek 
CRC in vitro [30]. Ze względu na potrzebę oceny 
wpływu SNHG4 na procesy metastatyczne w CRC 
oraz mechanizmy leżące u  ich podstaw in vivo, 
wybrano model Danio pręgowanego. W ekspery-
mencie wykorzystano embriony w 2 DPF, cztery 
ludzkie linie komórkowe CRC (SW480, HCT116, 
HT29, LoVo) oraz linię prawidłowych komórek 
nabłonka jelita grubego (ang. fetal human colon, 
FHC), z  których ekstrahowano całkowite RNA 
[26]. Pozyskane RNA poddano odwrotnej trans-
krypcji na DNA w celu oszacowania poziomu eks-
presji SNHG4 w komórkach poszczególnych linii, 
a następnie wykonano ksenoprzeszczep linii do 
przestrzeni okołożółtkowej embrionów. Wyniki 
jednoznacznie sugerują, że ekspresja lncRNA 
SNHG4  jest wyższa w każdej z  testowanych linii 
CRC w  porównaniu z  FHC. W  celu potwierdze-
nia uzyskanych wyników zweryfikowano wpływ 
wyciszenia SNHG4 przez siRNA poprzez wykona-
nie ksenoprzeszczepu linii HTC116, traktowanej 
uprzednio si-SNHG4 do embrionu Danio pręgowa-
nego. Rezultaty ocenione za pomocą mikroskopii 
konfokalnej i stereomikroskopii wykazały supre-
sję proliferacji i  migracji komórek CRC poprzez 
siRNA [26].

W badaniu wykazano wiele korzyści płynących 
z wyboru prostego i szybkiego modelu Danio rerio 
w  porównaniu z  popularnym modelem mysim. 
Autorzy wskazują na znaczące ułatwienie prowa-
dzenia obserwacji w sposób przyżyciowy, dzięki 
przezroczystości powłok ciała osobników w sta-
dium embrionalnym i larwalnym. Wykorzystanie 
zaawansowanych technologii pozwala na ocenę 
procesu nowotworzenia toczącego się w organi-
zmie ryby na poziomie pojedynczych komórek, 
już od najwcześniejszych etapów rozwoju choroby 
i późniejszej metastazy, co w przypadku modelu 
mysiego jest niemożliwe. Kolejno, zwrócono 
uwagę na możliwość jednoczesnej oceny prolifera-
cji i migracji komórek nowotworowych in vivo już 
w ciągu 4 dni od inokulacji, podczas gdy w przy-
padku modelu mysiego czas ten wydłuża się nawet 
do 4 tygodni. Jedną z ważnych przyczyn wyboru 
Danio pręgowanego w powyższym badaniu oka-
zała się również sprawdzona skuteczność modelu 
w badaniu roli lncRNA w przebiegu kanceroge-
nezy. Co istotne, sam poziom zaawansowania pro-
cedur wykorzystywanych podczas posługiwania 
się modelem rybim jest niższy niż poziom analo-
gicznych procesów w modelu mysim – iniekcja do 
przestrzeni okołożółtkowej Danio rerio jest znacz-
nie mniej skomplikowana niż inokulacja do żyły 
ogonowej myszy [26].

Celem pracy Cruz-Duarte i  in. była próba 
wykrycia nowych biomarkerów oporności na 
cetuksymab w  terapii CRC [31]. Cetuksymab to 
chimeryczne przeciwciało monoklonalne o udo-
wodnionym działaniu przeciwnowotworowym, 
stosowane w  leczeniu raka jelita grubego. Nie-
stety terapia tym lekiem nie przynosi skutecz-
nych efektów terapeutycznych u  wszystkich 
leczonych pacjentów, ze względu na rozwój opor-
ności w ich organizmach [31, 32]. W większości 
przypadków CRC rozwój guza warunkuje zabu-
rzenie funkcji receptora naskórkowego czynnika 
wzrostu (ang. epidermal growth factor receptor, 
EGFR). Działanie cetuksymabu polega na wiąza-
niu z  EGFR i  blokowaniu przyłączenia ligandu, 
który go aktywuje, co zaburza przekaźnictwo 
sygnałów w  komórce. Dodatkowo, cetuksymab 
działa cytotoksycznie na komórki nowotwo-
rowe poprzez aktywację odporności wrodzonej 
oraz nabytej. Aby zwiększyć jego potencjał tera-
peutyczny, zdecydowano o próbie zdefiniowania 
mechanizmów stojących za opornością pacjen-
tów na terapię tym lekiem. Jako jedną z  przy-
czyn wskazano działanie cząsteczki sygnałowej 
PLCγ1, aktywującej EGFR. Do wizualizacji postę-
pów terapii oraz biologii guza zastosowano model 
Danio pręgowanego. Znakowaną fluorescencyj-
nie linię komórkową ludzkiego raka okrężnicy 
CACO-2 inokulowano do embrionów Danio rerio 
(2 DPF). Następnie, embriony obciążone kseno-
przeszczepem traktowano cetuksymabem przez 
72h. Wyniki obejmujące wielkość guza, apop-
tozę, przerzuty i  proliferację komórek porów-
nano z grupą kontrolną przy użyciu mikroskopii 
konfokalnej. Uzyskane rezultaty sugerują istotny 
wpływ cząsteczki PLCγ1 na rozwój guza, zarówno 
podczas terapii cetuksymabem, jak i bez podję-
cia leczenia. Wykazano, że wyższa ekspresja czą-
steczki PLCγ1  koreluje z  opornością na cetuk-
symab – pacjenci poddani działaniu tego leku, 
posiadający wysoki poziom ekspresji PLCγ1, 
wykazują progresję choroby szybszą niż pacjenci 
z niskimi poziomami badanej cząsteczki sygna-
łowej [31]. Przeprowadzenie badań in vivo na 
modelu Danio rerio umożliwiło wysnucie wnio-
sku, że poziom ekspresji PLCγ1 może okazać się 
pomocnym biomarkerem w  przewidywaniu 
oporności na cetuksymab u pacjentów chorują-
cych na CRC. Wykorzystanie Danio pręgowanego 
umożliwiło ocenę zachowania guza, oszacowanie 
efektywności terapii przeciwnowotworowej oraz 
opracowanie nowej strategii w leczeniu oporno-
ści na cetuksymab u pacjentów [31].

Niezwykle ważnym aspektem wykorzysta-
nia modelu Danio rerio jest możliwość inokulacji 
do embrionów ryb ludzkich komórek nowotwo-
rowych, pochodzących od chorującego pacjenta 
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(ksenoprzeszczep; zAvatar). Badanie z  2024  r., 
przeprowadzone przez Costę i  in., opiera się na 
ksenoprzeszczepianiu znakowanych fluorescen-
cyjnie komórek nowotworowych pacjenta, cho-
rującego na CRC, do embrionów Danio pręgo-
wanego w  2  DPF w  celu wykonania szybkiego 
i  funkcjonalnego testu terapii in vivo oraz póź-
niejszej oceny wpływu wybranej metody lecze-
nia na remisję choroby [33]. Do badań wybrano 
55 pacjentów, różniących się między sobą typami, 
subtypami, mutacjami oraz stadiami rozwojo-
wymi CRC i  inokulowano komórki z  ich guzów 
odpowiadającym im modelom rybim w  sposób 
1:1 (jeden pacjent = jeden embrion Danio rerio). 
zAvatary traktowano analogicznym leczeniem 
co odpowiadających im pacjentów. Wyniki eks-
perymentu dowiodły, że modele ksenoprzesz-
czepów Danio pręgowanego mogą prognozo-
wać odpowiedź kliniczną pacjenta na leczenie. 
Dowiedziono, że badanie z zastosowaniem zAva-
tarów w prognozowaniu wrażliwości pacjenta na 
daną terapię charakteryzuje się specyficznością 
równą 76% i czułością wynoszącą 91%. Nieoce-
nioną zaletą modelu jest także możliwość obser-
wacji incydentów mikrometastaz przyżyciowo 
już 3  dni po ksenoprzeszczepie w  całym orga-
nizmie zwierzęcia, gdy nie jest jeszcze poddane 
żadnemu leczeniu. Można zatem wysnuć wnio-
sek, że jeżeli komórki nowotworowe są w stanie 
rozwinąć mikrometastazy w organizmie ryby, to 
tym samym powinny również charakteryzować 
się zdolnością do ucieczki spod nadzoru immuno-
logicznego w organizmie gospodarza. Naukowcy 
dowiedli, że pacjenci, u  których nastąpiła pro-
gresja choroby po leczeniu, mieli odpowiadające 
im zAvatary z  większą liczbą mikroprzerzutów 
niż zAvatary odpowiadające pacjentom bez pro-
gresji choroby [33]. Niewątpliwą zaletą wyboru 
modelu Danio rerio jest maksymalne skrócenie 
czasu trwania eksperymentu – wzrost guza i reak-
cję na leczenie ocenia się już w ciągu 10 dni. Jest to 
okienko czasowe, w którym zwykle podejmuje się 
decyzje kliniczne dotyczące zastosowania danej 
terapii.

Współcześnie naukowcy skupiają się na dosko-
naleniu aspektów medycyny celowanej, któ-
rej celem jest indywidualne dopasowanie terapii 
do każdego pacjenta. Dzięki powyższym zale-
tom wykorzystania modelu Danio rerio do oceny 
wpływu danej terapii na stan zdrowia pacjenta, 
możliwe jest dostosowanie najodpowiedniejszej 
formy leczenia. Zwiększa to odsetek sukcesów 
w leczeniu, jednocześnie zmniejszając koszty źle 
dobranej i włączonej terapii. Można zatem uznać 
wykorzystanie modelu Danio pręgowanego jako 
niezwykle korzystne dla rozwoju medycyny sper-
sonalizowanej [33].

Opisane powyżej eksperymenty badawcze 
zdają się jednoznacznie potwierdzać tezę o uży-
teczności Danio pręgowanego w diagnostyce ukie-
runkowanej na CRC. Wysoki stopień podobieństwa 
genetycznego Danio rerio do człowieka pozwala 
na skuteczną ekstrapolację uzyskanych ekspery-
mentalnie wyników na organizm ludzki. Szcze-
gólnie cenny wydaje się kierunek badań związany 
z rozwojem medycyny celowanej CRC, osiągalny 
dzięki wysokiej skuteczności ksenoprzeszcze-
piania materiału z  ludzkiego guza do organizmu 
ryby. Bardzo ważną zaletą opisywanego modelu 
jest możliwość zgłębiania procesów związanych 
z  wczesnymi etapami metastazy oraz przyży-
ciowej obserwacji incydentów mikrometastaz. 
Są to aspekty, których nie zapewnia popularny 
model mysi, dlatego wprowadzenie do diagno-
styki nowotworowej Danio pręgowanego wydaje 
się skutecznie poszerzać możliwości prowadzenia 
badań in vivo, nie tylko w zakresie CRC, ale też 
innych nowotworów złośliwych.

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

Czerniak

Zgodnie ze statystyką GLOBOCAN z  2022  r. 
skórna postać czerniaka zajmuje dopiero 17 miej-
sce spośród 36 analizowanych podtypów nowo-
tworów, jednak porównując dane dotyczące 
zachorowalności i  śmiertelności ze statystyką 
z  roku 2020, można zaobserwować zarówno 
wzrost zapadalności, jak i umieralności z powodu 
tej jednostki chorobowej [1, 2].

Wśród nowotworów wykazujących znaczące 
podobieństwo histologiczne guzów rozwijających 
się zarówno w organizmie ludzkim, jak i u Danio 
rerio zwraca się uwagę między innymi na raka 
prostaty, raka piersi, raka gruczołów ślinowych 
oraz właśnie czerniaka [21, 34, 35]. Podobnie jak 
u  człowieka, tak i  u  Danio pręgowanego mela-
nocyty zlokalizowane są w  warstwie podstaw-
nej naskórka, a  ich rozwój biologiczny przebiega 
w analogiczny sposób [36]. Fakty te stanowią przy-
czynę prowadzenia badań in  vivo mających na 
celu zwiększanie wiedzy na temat rozwoju, prze-
rzutowości i  skutecznego leczenia najgroźniej-
szego nowotworu skóry, w których wykorzystuje 
się omawiany model rybi. Przykłady takich badań 
opisano w kolejnym podrozdziale.

W  badaniu opisanym w  2021  r. przez Tobię 
i  in. analizowano użyteczność Danio pręgowa-
nego w  poszerzaniu wiedzy na temat proce-
sów metastazy i  metod leczenia rzadkiego zło-
śliwego nowotworu, jakim jest czerniak błony 
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naczyniowej oka (ang. uveal melanoma, UM). 
Szacuje się, że u  blisko połowy pacjentów roz-
wija on wariant metastatyczny, co wiąże się ze 
znaczną umieralnością, nawet w  przypadku 
wczesnego wykrycia i podjęcia leczenia [37–39]. 
Nietrudno o  wniosek, że opracowanie wiary-
godnego modelu in vivo, który mógłby stano-
wić platformę do testowania nowych leków, jest 
konieczne. W niniejszym badaniu podjęto próbę 
inokulacji czterech linii komórkowych – wysoce 
metastatycznych mysich linii B16-BL6  oraz 
B16-LS9, ludzkich komórek czerniaka linii 
A375M oraz ludzkich komórek UM linii 92.1 – 
bezpośrednio do rozwijającej się naczyniówki 
gałki ocznej embrionów Danio rerio w 2 DPF. Po 
uzyskaniu potwierdzenia, że wybrane mikro-
środowisko sprzyja rozwojowi i migracji komó-
rek nowotworowych z  miejsca inokulacji, pod-
jęto próbę opracowania ilościowej metody analizy 
badanych komórek. Aby pokonać dotychcza-
sowe niepowodzenia w  tym zakresie, wynika-
jące z niesprzyjającej budowy anatomicznej oka, 
zaproponowano alternatywną metodę pomiaru 
ilościowego, w  której znakowano komórki linii 
nowotworowych enzymem lucyferazą i mierzono 
sygnał generowanej przez nie bioluminescencji. 
Po otrzymaniu obiecujących rezultatów, przy-
stąpiono do głównej części eksperymentu, w któ-
rej oceniano aktywność przeciwnowotworową 
trzech leków (paklitaksel, ewerolimus, panobi-
nostat) w opracowanym modelu rybim. W opar-
ciu o  pomiar bioluminescencji, stwierdzono, że 
najwyższą efektywnością charakteryzuje się bez-
pośrednia podaż leków do gałek ocznych obcią-
żonych rozwojem nowotworu. Przeprowadzone 
badania pozwoliły na potwierdzenie, że orga-
nizm Danio rerio mógłby być odpowiedzią na 
potrzebę wprowadzenia wiarygodnego modelu 
in vivo do oceny skuteczności nowych leków, nie 
tylko w  terapii UM, ale potencjalnie też innych 
nowotworów oka oraz nowotworów przerzutu-
jących do narządu wzroku. Opracowana metoda 
pomiaru bioluminescencji znakowanych komó-
rek nowotworowych zmniejszyła trudności 
wynikające z niesprzyjającego oznaczeniom śro-
dowiska gałki ocznej, umożliwiając tym samym 
prowadzenie badań ilościowych nowotworów 
w standardowym miejscu ich rozwoju w organi-
zmie ludzkim przy użyciu modelu Danio pręgo-
wanego [37].

Celem kolejnych badań, przeprowadzonych 
przez Yin i  in., było sprawdzenie, czy organizm 
Danio pręgowanego może być użytecznym mode-
lem in vivo w rozwijaniu metod leczenia sperso-
nalizowanego UM [40]. W tym wypadku posta-
nowiono jednak o  ksenotransplantacji komórek 
pochodzących bezpośrednio od pacjentów 

chorujących na tę jednostkę. Autorzy zdecydowali 
się na popularny sposób inokulacji komórek nowo-
tworowych do przewodu Cuviera, dzięki czemu 
możliwa była prosta metoda podaży badanych 
substancji przeciwnowotworowych do środowi-
ska bytowania ryb. Szereg podjętych badań umoż-
liwiło potwierdzenie, że stworzone w warunkach 
laboratoryjnych kultury sferoidalne, pochodzące 
z pierwotnych tkanek UM, zachowują właściwo-
ści biologiczne melanocytów i skłonności metasta-
tyczne po inokulacji do embrionów Danio rerio. 
W  wygenerowanym modelu oceniono efektyw-
ność działania dwóch potencjalnych substancji 
przeciwnowotworowych (nawitoklaks, eweroli-
mus). Stwierdzono, że zarówno monoterapia, jak 
i terapia kombinowana wstrzymują nowotworze-
nie i metastazę, jednak lepsze rezultaty zaobser-
wowano w przypadku terapii łączonej. Uzyskane 
wyniki, podobnie jak w opisanym powyżej bada-
niu Tobia i in., potwierdziły, że Danio pręgowany 
mógłby stanowić odpowiedni model do badań in 
vivo nowych leków przeciwnowotworowych. Co 
więcej, może być on także użyteczny w  szaco-
waniu odpowiedzi pacjenta na spersonalizowane 
leczenie UM. Zwrócono uwagę, że organizm Danio 
rerio charakteryzuje się większą skutecznością 
przyjęcia ksenoprzeszczepu UM niż większe zwie-
rzęta laboratoryjne, przede wszystkim ze względu 
na fakt, że każdy pierwotny rozrost UM w gałce 
ocznej jest niewielkich rozmiarów i  w  więk-
szych organizmach może zostać wyeliminowany 
przez układ odpornościowy, który, jak wiadomo, 
w początkowym etapie życia ryb pozostaje nie-
rozwinięty. Omawiany model wydaje się rów-
nież obiecujący w obrazowaniu procesów inwa-
zji naczyniowej, ekstrawasacji i angiogenezy UM, 
nie tylko ze względu na transparentność embrio-
nów, ale także możliwość wykorzystania modelu 
transgenicznego, z wyznakowanym fluorescencyj-
nie układem naczyniowym [40].

W pracy Lu i Patton podjęto próbę sprawdzenia, 
czy organizm Danio pręgowanego, o dotychczas 
potwierdzonej użyteczności w  zgłębianiu wie-
dzy na temat mechanizmów inicjacji i  progresji 
nowotworu oraz opracowywaniu nowych metod 
terapii czerniaka, mógłby posłużyć w obrazowa-
niu procesu nabywania oporności w trakcie dłu-
gotrwałego leczenia [41]. Zdecydowano o wybo-
rze dorosłych, w pełni rozwiniętych osobników, 
ponieważ prezentują zbliżone do ludzkich mecha-
nizmy oporności wrodzonej i  nabytej, a  dodat-
kowo, szlak metabolizmu leków przebiega u nich 
w  sposób analogiczny jak u  człowieka. W  celu 
przezwyciężenia trudności wynikającej z  nie-
efektywnej podaży precyzyjnej dawki leku stwo-
rzono szczegółową recepturę, służącą opracowa-
niu nowatorskiego sposobu podaży leku (tutaj: 
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wemurafenibu) w  formie dobrze przyswajalnego 
granulatu, podawanego do wody i wchłanianego 
doustnie przez ryby w sposób dobrowolny. Metoda 
okazała się skuteczna, nieinwazyjna, nietoksyczna 
i dobrze tolerowana przez dorosłe osobniki, dzięki 
czemu możliwa stała się ilościowa podaż dziennej 
dawki wemurafenibu rybom obciążonym pod-
typem czerniaka z mutacją BRAF V600E. Lecze-
nie kontynuowane przez 10 tygodni pozwoliło na 
zaobserwowanie regresji choroby z  następującą 
progresją, związaną z nabywaniem oporności na 
stosowane leczenie, co wydaje się zbieżne z reak-
cją obserwowaną u pacjentów leczonych przewle-
kle. Praca dała podłoże dla modelowania zjawiska 
oporności u Danio pręgowanego oraz zgłębiania 
procesów związanych z jej nabywaniem u pacjen-
tów. Opracowany sposób doustnej, dobrowolnej 
podaży testowanego leku dorosłym Danio rerio, 
znacząco ułatwia efektywne wykorzystanie tego 
organizmu w podobnych eksperymentach w przy-
szłości [41].

W pracy Montal i in. zwrócono uwagę na fakt, 
że w przypadku płci męskiej czerniak rozwija się 
z większą częstotliwością u pacjentów otyłych niż 
szczupłych [42]. Badania nad charakterem tych 
interakcji prowadzono dotychczas z  udziałem 
myszy, nigdy jednak nie brano w nich pod uwagę 
wpływu płci. Uznano za konieczne przeprowadze-
nie analizy, w której wzięto by pod uwagę zależ-
ność pomiędzy wszystkimi trzema czynnikami. 
Zdecydowano o  wyborze modelu Danio pręgo-
wanego przede wszystkim ze względu na znaczne 
skrócenie czasu analizy względem wyższych krę-
gowców oraz łatwość wprowadzenia modyfikacji 
genetycznej do organizmu. Otyłość o typie trzew-
nym u ryb wywołano poprzez inicjację nadekspre-
sji białka związanego z Agouti (ang. Agouti-rela-
ted protein, AGRP), odpowiedzialnego za regulację 
łaknienia, i  zauważono, że ten rodzaj manipu-
lacji zwiększa podatność Danio rerio na rozwój 
otyłości po zastosowaniu diety wysokotłuszczo-
wej. W kolejnej fazie badań potwierdzono, że ryby 
z otyłością nabytą w wyniku nadekspresji AGRP 
znacznie szybciej niż ryby z  grupy kontrolnej 
rozwijają omawiany nowotwór skóry. Podobnie 
jak w  przypadku ludzi, korelację tego typu spo-
strzeżono wyłącznie wśród osobników męskich. 
W  ostatnim etapie badań porównano ze sobą 
dwa genotypy czerniaka. Stwierdzono korelację 
pomiędzy otyłością a rozwojem czerniaka z muta-
cją BRAF V600E i p53 w połączeniu z delecją Rb1, 
nie zaobserwowano natomiast tego typu związku 
w  przypadku połączenia z  delecją Pten. Prze-
prowadzone badania potwierdzają, że interakcje 
pomiędzy omawianymi czynnikami ustrojowymi 
a  rozwojem czerniaka zależą także od samego 
genotypu nowotworu. Wieloetapowa analiza zdaje 

się popierać tezę, że kluczowe jest kreowanie swo-
istych platform in vivo, które umożliwiłyby jed-
noczesną analizę wielu aspektów nowotworzenia, 
pochodzących zarówno z organizmu pacjenta, jak 
i bezpośrednio od zmiany nowotworowej. Wydaje 
się, że Danio pręgowany może być idealnym kan-
dydatem do prowadzenia tego typu analiz na sze-
roką skalę [42].

Codolo i  in. w  swoim badaniu wskazali na 
pewne cechy komórek czerniakowych, które 
ułatwiają przebieg procesów związanych z  ini-
cjacją nowotworzenia. Zwrócono uwagę na zdol-
ność komórek do produkcji czynników dzia-
łających supresyjnie na układ odpornościowy 
człowieka oraz umiejętność rekrutacji do TME 
komórek immunologicznych, w  tym makrofa-
gów, które w najbliższym środowisku guza ulegają 
modyfikacji, uzyskując aktywność pronowotwo-
rową. W niniejszej pracy badano rolę białka Heli-
cobacter pylori aktywującego neutrofile (ang. 
Helicobacter pylori neutrophil activating pro-
tein, HP-NAP) w  przeciwdziałaniu powyższym 
procesom za pośrednictwem modulacji aktyw-
ności makrofagów, które znalazły się pod wpły-
wem TME [43]. Do realizacji celu wybrano model 
Danio pręgowanego ze względu na potwier-
dzoną skuteczność w  badaniach nad nowotwo-
rzeniem i układem immunologicznym. Zwrócono 
uwagę także na wysokie podobieństwo struk-
tury układu odporności wrodzonej w organizmie 
Danio rerio i  człowieka. W  początkowej fazie 
badań, larwom Danio pręgowanego inokulowano 
ludzkie komórki linii nowotworowej czerniaka. 
W  4  DPF ryby w  grupie badanej poddano dzia-
łaniu HP‑NAP. Po upływie 5 dni zaobserwowano 
zmniejszoną masę guza u  larw, redukcję liczby 
ognisk metastatycznych oraz wzrost przeżywal-
ności względem grupy kontrolnej. Szereg badań 
in vitro umożliwił wysnucie wniosku, że aktyw-
ność HP-NAP in  vivo nie jest oparta na bezpo-
średnim działaniu na komórki czerniaka, dlatego 
w  drugiej części eksperymentu wykorzystano 
linię Danio pręgowanego Tg(mpeg1:eGFP)gI22, 
cechującą się fluorescencyjnym wyznakowaniem 
makrofagów, w  celu zbadania wpływu HP-NAP 
na aktywność fagocytów. W grupie larw ekspo-
nowanej na białko bakteryjne zauważono wzmo-
żoną rekrutację makrofagów do miejsca inokula-
cji komórek czerniaka oraz tendencję fagocytów 
do działań antykancerogennych, a ekspresja cyto-
kin prozapalnych na ich powierzchni okazała się 
znacznie wyższa niż na komórkach z grupy kon-
trolnej. W  ten sposób udowodniono, że bezpo-
średnim celem HP-NAP są właśnie makrofagi oraz 
że analizowane białko jest zdolne do hamowa-
nia rozwoju guza poprzez przywrócenie prze-
ciwnowotworowej aktywności fagocytów, nawet 
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przy braku pełnej odporności. To potwierdza, że 
HP‑NAP posiada potencjał w terapii przerzutują-
cego czerniaka. Przeprowadzenie tego typu badań 
byłoby niemożliwe bez organizmu cechującego się 
opóźnionym rozwojem mechanizmów odporności 
nabytej. Analiza działania HP-NAP z wykorzysta-
niem larw Danio pręgowanego umożliwiła ocenę 
wpływu białka na elementy odporności wrodzo-
nej, w  sytuacji upośledzonej aktywności limfo-
cytów. Nie bez znaczenia pozostaje możliwość 
wykorzystania transgenicznej linii Danio rerio, 
z  wyznakowaną linią makrofagów, co znacząco 
ułatwia wizualizację wyników in vivo w  czasie 
rzeczywistym [43].

Wykorzystanie Danio pręgowanego w  omó-
wionych pracach, związanych ze zgłębianiem 
procesów leżących u  podstaw rozwoju, meta-
stazy i terapii czerniaka, niosło ze sobą wiele nie-
podważalnych korzyści. Omawiany organizm 
modelowy okazał się dobrym wyborem zarówno 
w  przypadku badań „klasycznej” postaci czer-
niaka, jak i  podtypu UM. Danio rerio, dzięki 
wspomnianemu niskiemu odsetkowi odrzuceń 
ksenoprzeszczepów, również tych o niewielkich 
rozmiarach, wykazuje dużo wyższą skuteczność 
modelowania nowotworów gałki ocznej niż wyż-
sze kręgowce. W opisanych badaniach nad czer-
niakiem czerpie się korzyści wynikające z takich 
cech Danio rerio jak: niejednoczesne dojrzewa-
nie mechanizmów wrodzonej i  nabytej odpor-
ności, łatwość wprowadzania manipulacji gene-
tycznych oraz możliwość wykorzystywania linii 
transgenicznych, o właściwościach ułatwiających 
przyżyciową wizualizację. Bardzo cenna wydaje 
się możliwość wykorzystania Danio pręgowanego 
jako platformy do badań nowych substancji tera-
peutycznych oraz szacowania skuteczności tera-
pii spersonalizowanych, niezbędnych do efek-
tywnego leczenia najgroźniejszego nowotworu 
skóry, jakim jest czerniak.

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

WNIOSKI

Celem niniejszej pracy był przegląd systema-
tyczny publikacji naukowych, w których posłu-
żono się modelem zwierzęcym Danio pręgowa-
nego w badaniach przedklinicznych dotyczących 
raka jelita grubego oraz czerniaka. Na podstawie 
przedstawionych informacji oszacowano możli-
wości wykorzystania organizmu w realizacji prac 
badawczych ukierunkowanych na proces nowo-
tworzenia i uznano, że Danio rerio, dzięki uni-
kalnemu zestawowi cech, stanowi obiecującą 

platformę eksperymentalną, umożliwiającą wyko-
nywanie czynności, które przy użyciu innych 
popularnych modeli przyżyciowych byłyby utrud-
nione lub wręcz niemożliwe.

Zebrane i przedstawione powyżej opracowania 
wybranych publikacji naukowych uwidaczniają 
szerokie spektrum zastosowania modelu rybiego 
w  testowaniu nowych substancji terapeutycz-
nych [22, 37], w  tym także, co bardzo istotne, 
w  rozwoju metod leczenia spersonalizowanego. 
Do podobnych wniosków doszli Al-Hamaly i in., 
opisując model Danio rerio jako stosunkowo pro-
stą, szybką i skuteczną platformę do prowadzenia 
badań farmakologicznych, w tym także zgłębia-
nia aspektów terapii celowanej [44]. Badania tego 
typu oparte są na ksenoprzeszczepianiu materiału 
pochodzącego bezpośrednio z  tkanki nowotwo-
rowej chorującego pacjenta do organizmu Danio 
pręgowanego i późniejszym wyborze najskutecz-
niejszej opcji leczenia. Proces ten cechuje wysoka 
efektywność, przede wszystkim dzięki opóź-
nionemu dojrzewaniu mechanizmów odporno-
ści nabytej u młodocianej ryby, a także możliwo-
ści uzyskania funkcjonalnego przeszczepu nawet 
z tkanki o bardzo małej objętości, co w przypadku 
wyższych kręgowców jest zazwyczaj niewyko-
nalne [33, 40]. Współczesne osiągnięcia w zakre-
sie wykorzystania Danio pręgowanego w rozwoju 
terapii celowanej mogą w  przyszłości okazać się 
przełomowe.

Danio rerio z sukcesem zastosowano do scha-
rakteryzowania procesu nabywania oporności 
w  przebiegu długotrwałego leczenia, rutynowo 
stosowanego w terapii onkologicznej. Wykorzy-
stane w badaniu dorosłe osobniki cechują się pełną 
immunokompetentnością i analogicznym meta-
bolizmem leków względem człowieka, stano-
wią więc model potencjalnie wysoce zbliżony do 
organizmu ludzkiego [31, 41]. Fazio i  in. w swo-
jej pracy także analizowali perspektywy i ogra-
niczenia zastosowania modelu rybiego w  pro-
gnozowaniu oporności na podejmowane leczenie 
i  wykazali, że Danio pręgowany może być bar-
dziej przydatny w predykcji oporności pierwotnej 
niż wtórnej [45]. W badaniach przedklinicznych 
z udziałem Danio pręgowanego poszukuje się rów-
nież nowych biomarkerów związanych z nabywa-
niem oporności na wybraną metodę leczenia oraz 
testuje się rozwiązania mogące zapobiegać podob-
nym przypadkom [31]. Na przydatność modelu 
rybiego w  poszukiwaniu nowych biomarkerów 
prognostycznych i ustalaniu ich roli w przebiegu 
nowotworzenia zwrócili uwagę Sajjad i  in., nie 
ukierunkowując jednak swoich rozważań na zja-
wisko nabywania oporności [12].

W  pracach badawczych dotyczących nowo-
tworzenia powszechnie korzysta się z właściwości 
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Danio pręgowanego, jaką jest niejednoczesne doj-
rzewanie mechanizmów odporności wrodzonej oraz 
nabytej. Cecha ta daje sposobność prowadzenia badań 
ukierunkowanych na obserwację zjawiska modu-
lacji funkcji komórek immunologicznych w obrębie 
TME, oszacowania możliwości odwracania tego pro-
cesu, a także oceny roli odporności swoistej w pro-
cesie nowotworowej immunoedycji. W publikacjach 
podkreśla się wysoką konserwatywność odporności 
wrodzonej pomiędzy organizmem ludzkim i  rybim 
[23, 43]. Potwierdzenie dla powyższych spostrzeżeń 
można znaleźć w pracy Chen i in., w której wyszcze-
gólniono wiele zalet płynących z  wykorzystania 
modelu Danio rerio w badaniach nad TME [20].

Omawiany model zwierzęcy znalazł również 
zastosowanie w  ocenie wpływu różnych czynni-
ków ryzyka na rozwój nowotworzenia. Jako przy-
czynę wyboru Danio rerio w tego rodzaju badaniach 
wskazano maksymalne skrócenie czasu analizy oraz 
łatwość wprowadzania manipulacji genetycznych, 
co umożliwia prowadzenie przyżyciowej obserwacji 
i wizualizację wyników [42]. Wykazano także sku-
teczność modelu w badaniu roli lncRNA oraz SNHG 
w  progresji nowotworzenia [26]. Temat ten został 
szeroko opisany w pracy Hu i in., którzy na podsta-
wie przytoczonych źródeł literaturowych potwier-
dzili słuszność zastosowania Danio pręgowanego 
w  badaniach ukierunkowanych na analizę funk-
cji lncRNA, biorących udział w progresji nowotwo-
rzenia [34].

Wszystkie przedstawione w niniejszej pracy cechy 
Danio pręgowanego oraz wybrane i opisane badania 
związane z kancerogenezą i procesami pokrewnymi, 
wydają się jednoznacznie potwierdzać użytecz-
ność modelu rybiego w onkologii eksperymentalnej 
i wprost tłumaczyć coraz powszechniejsze zaintere-
sowanie omawianym organizmem laboratoryjnym 
w sferze badań przedklinicznych.

Ograniczenia analizy

W  trakcie omawiania kluczowych wniosków 
z  przytoczonych badań, autorzy preferencyjnie 
zwrócili uwagę na rezultaty pozytywne, które są 
istotne z punktu widzenia obranego celu, jakim było 
zobrazowanie spektrum możliwości modelu Danio 
pręgowanego w  badaniach nad nowotworzeniem. 
Aby zachować obiektywność oceny, należy jedno-
znacznie stwierdzić, że model rybi, jak każdy inny 
model wykorzystywany w badaniach przedklinicz-
nych, posiada nie tylko zalety, ale również wady. 
Kobar i in. wskazują na umiarkowaną wartość pre-
dykcyjną i translacyjną modelu Danio pręgowanego 
[46]. Yin i  in. podkreślają, że w  przypadku zasto-
sowania modelu rybiego, testowane ksenobiotyki 
są zazwyczaj wprowadzane bezpośrednio do środo-
wiska wodnego, w którym funkcjonują organizmy Ta
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badawcze. Technika ta utrudnia ocenę pro-
cesów farmakokinetycznych i  farmakody-
namicznych badanej substancji oraz ograni-
cza możliwość oszacowania ilościowej dawki 
przyjętej przez rybę. Rozwiązaniem tej trud-
ności może być wybór metody mikroiniek-
cyjnej, celem wprowadzenia ksenobiotyku 
wprost do układu naczyniowego ryby, jest 
to jednak procedura istotnie bardziej inwa-
zyjna [40]. Chen i in. zwracają uwagę na inne 
ograniczenia modelu rybiego, związane bez-
pośrednio z badaniami ukierunkowanymi na 
nowotworzenie, między innymi na wysoką 
śmiertelność ryb po inokulacji komórek 
nowotworowych oraz różnicę w  tempera-
turze ciała Danio rerio i  ludzi, negatywnie 
wpływającą na utrzymanie heteroprzesz-
czepu [20]. Za główne ograniczenie modelu 
rybiego w  zakresie onkologii eksperymen-
talnej, Adhish i Manjubala uważają fakt, że 
genetyczne modele nowotworzenia u Danio 
pręgowanego często są tworzone na drodze 
mutacji typu knockout, podczas gdy w prze-
biegu kancerogenezy u  człowieka znacznie 
częściej występują mutacje missensowne, 
związane ze zmianą funkcji, a nie całkowi-
tym wyciszeniem poszczególnych białek. Zja-
wisko to utrudnia badanie interakcji biał-
kowych oraz genetycznych podstaw chorób 
nowotworowych [15].

Autorzy oryginalnych prac badawczych 
kładą nacisk na wyniki pozytywne, istotne 
klinicznie i statystycznie, co jest powszechną 
i w pełni zrozumiałą praktyką, ale, w przy-
padku braku wyników neutralnych lub nega-
tywnych, może budzić podejrzenia dotyczące 
wybiórczego raportowania. W celu oszacowa-
nia wiarygodności przeanalizowano ryzyko 
błędu systematycznego w  wybranych do 
przeglądu pracach badawczych, ukierun-
kowanych na raka jelita grubego i czerniaka 
(tabela 3, tabela 4). Wyselekcjonowano cztery 
kategorie oceny: randomizację i  zaślepienie 
prób, błąd utraty/ wykluczenia, ograniczenia 
analizy wskazane przez autorów poszczegól-
nych publikacji oraz kompletność raportowa-
nia, priorytetową w przypadku podejrzenia 
raportowania wybiórczego. W  tym obsza-
rze, za szczególnie istotne uznano przed-
stawienie przejrzystych informacji na temat 
trudności metodologicznych napotka-
nych w czasie prowadzenia badań, uzyska-
nia wyników nieistotnych statystycznie, 
niespójnych z  innymi źródłami, wątpli-
wych lub negatywnych, a  także możliwych 
przyczyn ich uzyskania. Otwarte oświad-
czenie w tym zakresie uznano za kluczowe Ta
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w  potwierdzeniu kompletności raportowania. 
Za dodatkowy dowód może posłużyć ostatnia 
kolumna tabel  3 i  4, zawierająca dane na temat 
ograniczeń metodologicznych, wskazanych przez 
samych autorów prac, ponieważ ich podkre-
ślenie świadczy bezpośrednio o  obiektywności 
wnioskowania. Szczegółowe informacje na temat 
przeprowadzonej analizy błędu systematycznego  
zamieszczono w tabelach 3 i 4.

W  pracach badawczych zebranych w  niniej-
szym przeglądzie uwagę zwraca znaczna hetero-
geniczność metodologiczna, wyrażająca się w róż-
nicach w  wybranych przez autorów punktach 
końcowych, wykorzystanej linii Danio pręgowa-
nego, pochodzeniu materiału nowotworowego, 
sposobie jego iniekcji do organizmu modelo-
wego, liczby inokulowanych komórek, a  także 
czasu trwania analizy oraz rodzaju stosowa-
nych leków. Zjawisko heterogeniczności stanowi 
przyczynę ograniczonej możliwości porównania 
i  przeprowadzenia analizy statystycznej wyni-
ków pochodzących z  różnych źródeł literaturo-
wych, co można uznać za ograniczenie metodo-
logiczne. Dla uzyskania lepszej powtarzalności, 
ujednolicenia i standaryzacji protokołów badaw-
czych, konieczna jest ścisła współpraca pomię-
dzy laboratoriami i wymiana informacji na temat 
korzystnych i sprawdzonych rozwiązań. W odnie-
sieniu do celu pracy, którym było zobrazowanie 
spektrum możliwości modelu Danio pręgowa-
nego w  onkologii eksperymentalnej, przedsta-
wiona różnorodność metodologiczna może jednak 
stanowić potwierdzenie użyteczności i  uniwer-
salności modelu rybiego, niezależnie od specyfiki 
zastosowanego modelu badawczego.

Należy podkreślić, że niniejszy przegląd 
posiada jedynie charakter sygnalizacyjny, dla-
tego, dla zgłębienia zawartych w nim informacji, 
konieczne jest przeprowadzenie analizy na szer-
szą skalę. W przyszłości planuje się dalsze studio-
wanie zagadnień poruszonych w pracy, co pozwoli 
na lepsze zrozumienie przyczyn wyboru omawia-
nego modelu zwierzęcego w analizach ukierunko-
wanych na procesy charakteryzujące inne choroby 
nowotworowe. Znacząca liczba prac badawczych, 
w których z  sukcesem zastosowano model rybi, 
prawdopodobnie wpłynie na dalszy wzrost zain-
teresowania wykorzystaniem Danio pręgowanego 
w onkologii eksperymentalnej.

Protokół niniejszego przeglądu systematycz-
nego nie znalazł się w bazie danych PROSPERO, 
ponieważ nie wypełniono formularza rejestra-
cyjnego przed rozpoczęciem prac nad artykułem. 
Baza ta stanowi obecnie istotne źródło wiedzy na 
temat planowanych publikacji o charakterze prze-
glądowym, zwiększając wiarygodność, użytecz-
ność i istotność wykonanej pracy, dlatego, pomimo 

braku wyraźnego wymogu, niezarejestrowanie 
artykułu w bazie danych autorzy uznają za ogra-
niczenie metodologiczne.
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