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ВВЕДЕНИЕ

Онкологические заболевания остаются одной  
из главных проблем мирового здравоохранения, 
занимая второе место по смертности в развитых 
странах [1]. Трудность эффективного лечения этих 
заболеваний в  значительной степени обусловле-
на гетерогенностью опухолей. Опухоли одного 
и того же гистологического типа могут иметь от-
личия у разных пациентов (межиндивидуальная 
гетерогенность), обусловленные главным образом 
особенностями генетического ландшафта и  му-
тациями в  раковых клетках [2]. Эта общая гете-
рогенность усиливается внутриопухолевой гете-
рогенностью, вызванной изменчивостью клеток 
внутри опухоли и характерной для большинства 
типов опухолей. Причиной таких различий могут 
быть вариации генома, транскриптома, протеома 
и эпигенома [3]. В целом разнообразие опухолей 
проявляется в активации разных сигнальных путей, 
в разной способности к миграции, инвазии, мета-
стазированию и, что особенно важно, в чувстви-
тельности или резистентности к терапевтическим 
воздействиям [4]. Поэтому за последние десятиле-
тия проведены как in vitro, так и in vivo исследова-
ния различных типов опухолей, направленные на 
стимуляцию разработки новых более эффективных  

терапевтических средств. Основное преимущество 
использования живых организмов перед моделями 
in vitro заключается в прямом взаимодействии опу-
холевых клеток и хозяйского организма, что позво-
ляет изучать как опухоль, так и ее микроокруже-
ние, а также такие свойства, как метастатический 
потенциал, ангиогенез или лекарственную устой-
чивость [5, 6]. Более того, моделям in vitro не хвата-
ет клинической прогностической способности [7]. 
Модели in vivo позволяют точнее моделировать 
сложность опухоли, поскольку клетки импланти-
руются в живой организм, где могут подвергаться 
различным динамическим взаимодействиям. Это 
представляет собой явный контраст с  моделями 
in vitro, где взаимодействия ограничены клетками, 
уже присутствующими в опухоли, или искусствен-
но реконструируются и поддерживаются путем до-
бавления больших количеств (часто не физиоло-
гических) цитокинов, факторов роста, сыворотки, 
питательных веществ и т. д.

В живом организме, в котором работают серд-
це, кровеносная и лимфатическая системы, печень, 
костный мозг, почки, ЦНС и другие органы, опу-
холи могут вступать как в локальные, так и в си-
стемные межклеточные взаимодействия, обеспечи-
вающие их прогрессирование. Эти взаимодействия 
между опухолью и хозяином могут происходить на 
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больших расстояниях, что позволяет воспроиз-
вести такие свойства опухолевых клеток, как ми-
грация, инвазия, метастазирование, ангиогенез, 
угнетение иммунной системы, которые невоз-
можно наблюдать in vitro [8]. Наиболее часто в ка-
честве различных доступных in vivo моделей вы-
бирают мышей [9]. Однако в последние годы все 
чаще с этой целью используют аквариумную рыб-
ку Danio rerio (полосатый данио, или данио) [10], 
в  том числе для ксенотрансплантации опухоле-
вых клеток человека и разработки лекарственных 
средств [11]. Большой вклад D. rerio в исследования 
рака и поиск методов борьбы с ним подтверждает-
ся сообщениями более чем о 300 проектах, направ-
ленных на получение противоопухолевых средств 
с использованием этого организма [12]. Особенно 
система D. rerio привлекает своими возможностя-
ми в персонализированной медицине для созда-
ния аватаров пациентов. Ксенографты пациента 
(patient-derived xenograft – PDX), также называе-
мые раковыми аватарами [13], генерируются путем 
имплантации первичных опухолевых клеток или 
фрагментов тканей человека, полученных в резуль-
тате хирургического вмешательства или биопсии.

Анализ аватаров идеально подходит для персо-
нализированной медицины. Хотя прецизионную 
онкологию и персонализированную медицину ча-
сто считают синонимами, они сосредоточены на 
разных аспектах одной и той же проблемы. Преци-
зионная онкология фокусируется главным образом 
на поиске продуктов специфических генов-био-
маркеров для эффективных методов лечения [14]. 
Однако каждый отдельный пациент при этом не 
учитывается. В персонализированной медицине, 
напротив, на живые клетки, полученные от паци-
ента, воздействуют лекарственными препаратами, 
ответ на которые может быть оценен в режиме ре-
ального времени, а результаты непосредственно 
перенесены в клинику. В связи с этим необходи-
мо использовать преимущества обоих подходов: 
прецизионная онкология сократит набор возмож-
ных вариантов лечения, а  затем персонализиро-
ванные тесты на аватарах определят наилучший 
вариант [7].

Наиболее часто в онкологических исследовани-
ях используется моделирование на грызунах, в том 
числе и создание аватаров. Однако они обременены 
рядом ограничений, которые включают длительное 
время ожидания потомства и его ограниченное ко-
личество, длительное время получения аватаров 
опухолей человека (несколько месяцев и даже до 
года), а также высокую стоимость исследований. 
Учитывая все это, очевидными становятся многие 
преимущества маленькой пресноводной рыбки 
D. rerio, которые позволяют включать ее в исследо-
вания злокачественных новообразований [15].

В клинических условиях использование моде-
ли данио-аватара (zPDX) может происходить по 

следующей схеме: пациенту с диагностированной 
злокачественной опухолью проводят биопсию 
с последующим получением суспензии единичных 
опухолевых клеток и вводят эти клетки в большое 
количество эмбрионов данио. Далее анализируют 
влияние различных комбинаций химиотерапевти-
ческих соединений на рост ксенотрансплантиро-
ванных клеток с целью выработки оптимальной 
схемы терапии [16].

В  настоящем обзоре рассмотрены преимуще-
ства и  недостатки модели D.  rerio в  онкологиче-
ских исследованиях. Основное внимание уделено 
ксенотрансплантации опухолей человека в D. rerio 
и использованию этой модели для изучения мета-
стазирования и создания аватаров для персонали-
зированной медицины.

ОСОБЕННОСТИ МОДЕЛИ Danio rerio 
В ОНКОЛОГИЧЕСКИХ ИССЛЕДОВАНИЯХ

Популярные аквариумные рыбки D. rerio широ-
ко используются в научных исследованиях, причем 
более 800 лабораторий в мире применяют их в ка-
честве модельных объектов для изучения различ-
ных заболеваний [5]. С 1960-х годов D. rerio тради-
ционно служили модельными организмами в био-
логии развития и генетике позвоночных [17]. Затем 
их использование распространилось и на другие 
области, включая моделирование заболеваний че-
ловека [16].

D. rerio имеют высокую генетическую гомоло-
гию с человеком. Секвенированный геном этой 
рыбки (25 пар хромосом) содержит 26206 генов, 
кодирующих белки, среди которых много ортоло-
гов генов человека: 71.4% генов человека имеют по 
крайней мере один ортолог у данио. Установлено, 
что 82% генов человека, связанных с заболевания-
ми, имеют по крайней мере один ортолог в D. rerio, 
что делает этот организм подходящим для моде-
лирования болезней человека [18, 19]. Кроме того, 
множественные эпигенетические маркеры, регу-
лирующие экспрессию генов, консервативны у по-
звоночных, включая рыб и человека [20]. Основ-
ные органы и ткани данио и человека (мозг, сердце, 
почки, мышцы, печень) обладают сходством как на 
анатомическом и физиологическом, так и на моле-
кулярном уровне [21–24].

Рыбки D.  rerio имеют небольшой размер, их 
можно разводить в больших количествах при от-
носительно низких затратах. Лабораторные данио, 
как правило, содержатся в  специальных аквари-
умных системах, где поддерживается температура 
26–28°C с контролируемым циклом свет–темно-
та. Они очень плодовиты, беременная самка мо-
жет откладывать сотни икринок 1 раз в 1–2 недели 
в результате естественного нереста. Эмбриональ-
ное развитие проходит быстро, в течение 24 ч од-
ноклеточная зигота превращается в  подвижный 
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прозрачный эмбрион с классическим строением 
тела позвоночных [25]. При температуре около 
28°C большая часть морфогенеза завершается через 
3 дня после оплодотворения, и эмбрион вылупля-
ется из защитного хориона. Это знаменует переход 
от эмбриональной стадии к личиночной. Личинки 
продолжают расти, между 5 и 6 днями после опло-
дотворения пищеварительная система и рот начи-
нают функционировать. Желточный мешок, ко-
торый поддерживал животное на эмбриональной 
и ранней личиночной стадиях, к этому времени 
истощается и полностью исчезает к 7 дню после 
оплодотворения [25]. D. rerio считаются молодыми, 
когда они приобрели большинство характеристик 
взрослых особей, и взрослыми, когда они могут 
производить жизнеспособные гаметы и воспроиз-
водиться [26]. В оптимальных условиях они дости-
гают половой зрелости на третьем месяце своего 
развития.

Несколько характеристик D. rerio делают их хо-
рошей моделью для исследования биологии и мета-
стазирования опухолей человека. Многие из фак-
торов, участвующих в прогрессии опухолей, очень 
консервативны у данио и у человека. Консерватив-
ность генов клеточного цикла, опухолевых супрес-
соров и онкогенов позволяет изучать эти туморо-
генные пути у рыб, однако следует отметить, что 
у данио не экспрессируются ортологи нескольких 
генов человека, которые, как известно, участвуют 
в развитии рака, такие как фактор ингибирования 
лейкоза (LIF), онкостатин M (OSM) и белок 1, свя-
занный с ранним развитием рака молочной железы 
(BRCA1) [18]. Однако поскольку гены рецепторов 
этих белков присутствуют в геноме D. rerio, можно 
предположить, что существуют и белки с функци-
ями, подобными LIF и OSM, но разнообразие их 
последовательностей слишком велико, чтобы рас-
познавать их как ортологи.

Важно отметить дупликацию генома костистых 
рыб после расхождения рыб и млекопитающих [27], 
которая привела к тому, что геном D. rerio содержит 
две копии многих генов (известных как ohnologues), 
а геном млекопитающих только одну.

С D. rerio можно проводить различные генети-
ческие манипуляции, включая нокдаун, нокаут, 
сверхэкспрессию генов и трансгенез, что позволя-
ет создавать и изучать модели опухолей. Важно от-
метить сходство гистопатологии опухолей человека 
и данио [28]. Быстрое внеутробное развитие опло-
дотворенной яйцеклетки делает возможной пря-
мую визуализацию и манипуляции на протяжении 
эмбриогенеза и развития личинок, а прозрачность 
животного на этих стадиях в сочетании с генераци-
ей трансгенных флуоресцентных линий позволяет 
проводить визуализацию in vivo, контролировать 
опухоль и ее микросреду в режиме реального вре-
мени. Это одно из самых значимых преимуществ 

в использовании D. rerio для изучения биологии 
рака [15].

Созревание врожденной и  адаптивной им-
мунных систем у  данио разделено во времени. 
Врожденная иммунная система начинает функци-
онировать на второй день после оплодотворения, 
однако адаптивная иммунная система созревает 
только на 28 день [29]. Отсутствие адаптивного 
иммунитета у личинок делает их идеальной in vivo 
моделью для ксенотрансплантации раковых клеток. 
Таким образом можно исследовать пролиферацию, 
инвазию и  метастазирование введенных клеток, 
взаимодействие между донорскими и хозяйскими 
клетками, а также с внеклеточной средой.

Хотя многие характеристики делают D.  rerio 
подходящей животной моделью для исследования 
рака, существуют и некоторые особенности, такие 
как температура инкубации, отсутствие некоторых 
органов или их компонентов.

Поскольку клетки человека культивируют при 
37°C, а оптимальная температура для данио состав-
ляет 28°C, необходимо использовать температуру 
28–37°C. Однако при этом могут произойти мета-
болические изменения, которые следует принимать 
во внимание [30].

Ортотопическая ксенотрансплантация заклю-
чается в  инъекции опухолевых клеток человека 
в область, гомологичную месту их происхождения 
(например, клетки опухоли мозга человека, транс-
плантированные в мозг D. rerio). Ортотопические 
инъекции более надежно имитируют заболевание 
человека, поскольку клетки развиваются в сходном 
анатомическом участке. Многие исследователи 
успешно использовали этот метод в случае клеток 
ретинобластомы и глиобластомы [31, 32]. Однако 
данный подход не может быть применен к каждо-
му типу клеток и к каждой ткани из-за отсутствия 
у рыб определенных органов, например молочной 
железы или легкого.

Наконец, микроокружение опухоли (tumor 
microenvironment, TME) следует учитывать при 
анализе ксенотрансплантата, независимо от ис-
пользуемого хозяина. TME включает клеточные 
и неклеточные компоненты, окружающие опухоль 
и содержащиеся внутри нее, которые, как прави-
ло, представлены раковыми клетками, нераковы-
ми клетками (например, фибробластами, эндоте-
лиальными клетками или иммунными клетками) 
и белками внеклеточного матрикса. ТМЕ представ-
ляет собой участок или среду, где взаимодействие 
клеток хозяина и опухоли играет ключевую роль 
в росте и прогрессировании опухоли [33]. Эти вза-
имодействия важно учитывать, чтобы максималь-
но имитировать TME человека и максимально ис-
пользовать весь потенциал введенных клеток, что 
позволит изучать их поведение в условиях, прибли-
женных к реальным.
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МОДЕЛИРОВАНИЕ ОПУХОЛЕЙ ПУТЕМ 
КСЕНОТРАНСПЛАНТАЦИИ В D. rerio

Ксенотрансплантационная модель D.  rerio zPDX

Ксенотрансплантационные модели опухолей 
в D. rerio получают путем введения меченых зло-
качественных клеток человека в различные обла-
сти эмбрионов, личинок или взрослых рыб для 
отслеживания их прогрессирования, поведения 
и взаимодействия с микросредой хозяина [34, 35]. 
В 2005 году впервые недифференцированные клет-
ки меланомы человека ксенотрансплантирова-
ли в D. rerio и проанализировали их “поведение”. 
Клетки меланомы вводили эмбрионам на стадии 
бластулы и контролировали во времени. Опухоле-
вые клетки человека выживали, делились и специ-
фически мигрировали внутри эмбрионов подобно 
тому, как клетки меланомы распределяются в их 
оптимальной среде – коже. Организм данио под-
держивал трансплантированные клетки необходи-
мыми сигналами для специфической интеграции 
в органы, демонстрируя непосредственное взаи-
модействие клеток человека с  микроокружени-
ем  [36]. Таким образом, впервые была показана 
совместимость клеток человека и клеток эмбрио-
нов рыбы и подчеркнута потенциальная ценность 
D.  rerio как инструмента для исследования рака. 
В  дальнейшем эти выводы были подтверждены, 
и был разработан первый стандартизированный 
протокол ксенотрансплантации в D. rerio [35, 37]. 
Наилучшей для трансплантации оказалась стадия 
развития эмбриона 48 ч после оплодотворения, по-
скольку к этому сроку завершается миграция раз-
вивающихся клеток эмбриона, и распространение 
раковых клеток после инъекции, вероятно, будет 
активным процессом [37]. К тому же, второй день 
после оплодотворения считается наиболее подхо-
дящим для ксенотрансплантации из-за следующих 
особенностей модели:

– адаптивная иммунная система данио стано-
вится зрелой через 4–6 недель после оплодотво-
рения и  в  течение первых 12–14 дней развития 
представлена только врожденными иммунными 
клетками. Таким образом, для приживления опу-
холевых клеток человека в первые 2 недели после 
оплодотворения D.  rerio не требуется иммуносу-
прессия; опухолевые клетки могут эффективно 
пролиферировать и метастазировать в неизменен-
ном хозяине и даже взаимодействовать и поляри-
зовать врожденные иммунные клетки данио, такие 
как макрофаги [29, 38];

– прозрачность эмбрионов позволяет визуали-
зировать опухолевые клетки как флуоресцентно 
меченные посредством конститутивной экспрес-
сии флуоресцентного белка (RFP или GFP), так 
и окрашенные липофильными красителями (DiL, 
DiD, DiO) [39, 40];

– pаковые клетки человека могут взаимодей-
ствовать с эмбриональными клетками D. rerio бла-
годаря межклеточной коммуникации, общей у этих 
двух видов. Об активности взаимодействий клетка–
хозяин, таких как взаимодействие между раковыми 
клетками и иммунной системой, можно судить по 
привлечению нейтрофилов и макрофагов в область 
опухоли [41].

В соответствии с разработанным стандартным 
протоколом предпочтительным местом инъекции 
является желточный мешок, при этом анализ аль-
тернативных областей трансплантации показал, 
что они одинаково эффективны [42, 43]. Выбор 
места инъекции зависит от типа вводимых клеток, 
биологического фенотипа или события, которое 
предполагается изучить. Основные места инъекций 
перечислены ниже.

(А) Желточный мешок. Этот бесклеточный 
компартмент, состоящий из таких липидов, как 
холестерин, фосфатидилхолин или триглицериды, 
обеспечивает рыб энергией до тех пор, пока они 
не смогут самостоятельно питаться, что происхо-
дит на 5-й день после оплодотворения [44]. Ли-
пиды представляют собой источник питательных 
веществ и для введенных раковых клеток челове-
ка, способствуя их пролиферации и росту опухоли. 
Кроме того, желточный мешок – это ограниченное 
пространство, в котором меченые клетки можно 
легко визуализировать в течение нескольких дней. 
Таким образом, инъекция в желточный мешок ис-
пользуется при изучении выживаемости, клеточно-
го деления, пролиферации и миграции (если клет-
ки подвижны) [45].

(Б) Проток Кювье (общая кардинальная вена). 
При инъекции в проток Кювье клетки попадают 
непосредственно в кровоток, поэтому такие стадии 
онкогенного процесса, как метастазирование/ми-
грация, инвазия и мезенхимально-эпителиальный 
переход, могут быть оценены in vivo [46]. Клетки 
также можно вводить в периваскулярное простран-
ство протока для оценки эффективности интрава-
зации. В кровотоке клетки способны выживать, де-
литься, экстравазировать вблизи каудальной кро-
ветворной ткани (caudal hematopoietic tissue, CHT), 
расположенной в хвосте эмбриона, и образовывать 
опухоли [46]. Меченые клетки можно отслеживать 
и  количественно определять их пролиферацию 
и инвазию в CHT [47]. CHT представляет собой 
специфическую нишу, благоприятную для разви-
тия опухоли [48].

(В) Перивителлиновое пространство. Располо-
женное между перидермой и синцитиальным сло-
ем желтка перивителлиновое пространство не со-
держит сосудов и не сообщается непосредственно 
с областью сосудистой сети. Помимо пролифера-
ции и образования опухоли, инъекция опухолевых 
клеток в этот участок позволяет однозначно иден-
тифицировать новообразованные сосуды [35, 37]. 
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Кроме того, можно оценить также эффективность 
интравазации, дальнейшей миграции и метастати-
ческого поведения опухолевых клеток [47, 49].

Сравнительное исследование мест инъекции 
для ксенотрансплантации опухолевых клеток 
в D. rerio показало, что опухоли лучше формиру-
ются и растут при выборе перивителлинового про-
странства [50]. Кроме того, введенные глубоко 
в желток опухолевые клетки труднее распознать, 
чем опухолевые клетки в довольно поверхностном 
перивителлиновом пространстве. Однако вводить 
клетки в перивителлиновое пространство техниче-
ски сложнее.

(Г) Внутрибрюшинная полость. Как указыва-
лось ранее, опухолевые клетки обычно инъециру-
ют в эмбрионы D. rerio, у которых еще не сформи-
ровалась адаптивная иммунная система, тогда как 
при ксенотрансплантации взрослым рыбам тре-
буется подавление иммунной системы; в этой си-
туации инъекции выполняют непосредственно во 
внутрибрюшинную полость.

Ксенотрансплантация во взрослых D. rerio. Пре-
имущество ксенотрансплантации взрослым рыбам 
заключается в том, что зрелые ткани более точно 
соответствуют тканевой среде, в которой находятся 
раковые клетки. До недавнего времени использо-
вание для ксенотрансплантации взрослых особей 
было ограничено необходимостью подавления их 
иммунной системы либо γ-облучением, либо дек-
саметазоном [51, 52]. Но в настоящее время полу-
чены линии D. rerio с ослабленным иммунитетом, 
например оптически транспарентная линия Casper 
(prkdc–/–, il2rga–/–), особям которой можно приви-
вать опухолевые клетки человека [53].

Параллельные сравнительные ксенотрансплан-
тации рабдомиосаркомы иммунодефицитным ры-
бам и мышам выявили в обоих случаях сходную до-
зозависимость и кинетику при комбинированной 
терапии темозоломидом (TMZ) и олапарибом [54]. 
Примечательно, что гистологические и  молеку-
лярные особенности полученных ксенографтов 
были сопоставимыми в  обеих моделях. Однако 
ксенографты D. rerio обладают заметными экспе-
риментальными преимуществами по сравнению 
с мышиной системой. Рыбки меньше по размеру, 
их содержание обходится дешевле. Самое главное, 
ксенографты данио могут быть визуализированы 
с  разрешением в  одну клетку, что позволяет от-
слеживать в режиме реального времени поведение 
отдельных клеток, изменения их морфологии, ми-
грации и динамики клеточного цикла [54]. Особен-
но удобно в ксенотрансплантационной модели ис-
пользовать трансгенные линии рыб с флуоресцент-
но меченными органами и тканями, что позволяет 
детально исследовать взаимодействие опухолевых 
клеток с микроокружением. Кроме того, для более 
адекватной оценки таких взаимодействий созда-
ются линии гуманизированных D. rerio, например, 

путем введения генов цитокинов, специфичных 
для кроветворения человека и отсутствующих у да-
нио [55].

Температура содержания zPDX. Одним из ос-
новных недостатков модели ксенотрансплантации 
клеток человека в D. rerio остаются температурные 
ограничения, связанные с хозяином. Температура 
инкубации эмбрионов была предметом обсуждения 
с момента создания этого метода в 2005–2006 годах 
[36, 37]. Эмбрионы данио развиваются при темпе-
ратуре 28°C в контролируемых условиях, а раковые 
клетки человека размножаются и растут при 37°C. 
По этой причине исследователи искали “темпера-
туру баланса” между оптимальным развитием эм-
брионов рыб и клеток человека [35].

Чтобы обеспечить температуру, более оптималь-
ную для введенных клеток человека, стандартную 
температуру инкубации эмбрионов после прове-
дения ксенотрансплантации увеличили до 34°C, 
сократив при этом время инкубации до 3–6 дней 
после инъекции [56–60] из-за повышенной гибели 
эмбрионов [61]. В большинстве опубликованных 
исследований использовали стандартный прото-
кол – 34°C и 6 дней инкубации. Однако некоторые 
исследователи модифицировали этот стандарт-
ный протокол, чтобы попытаться адаптировать 
его к  различным экспериментальным условиям 
в зависимости от того, что требуется проанализи-
ровать или оценить [62–64]. Температуру инкуба-
ции эмбрионов после ксенотрансплантации повы-
шали до 35–36°C, а время анализа сокращали до 
3–4 дней после инъекции из-за повышения смерт-
ности [62, 64–69]. Хотя методологическое препят-
ствие было преодолено, повышение температуры 
инкубации эмбрионов могло влиять на некоторые 
метаболические пути. Изучение регуляции генов 
при повышении температуры выявило увеличение 
экспрессии генов, связанных с катаболизмом ли-
пидов и окислительно-восстановительными про-
цессами, а  также модуляцию экспрессии генов, 
связанных с иммунной системой, что может влиять 
на введенные опухолевые клетки [30].

Взаимодействие между опухолевыми и  иммун-
ными клетками в zPDX. Несмотря на отсутствие 
адаптивной иммунной системы, эмбрионы данио 
обладают врожденной иммунной системой, со-
стоящей из макрофагов и нейтрофилов, которые 
к 48 ч после оплодотворения распределяются по 
всему эмбриону [59, 70]. Изучение взаимодействий 
макрофагов и нейтрофилов данио с клетками опу-
холи человека показало, что эти иммунные клет-
ки участвуют в ангиогенезе и метастазировании, 
в том числе за счет сопровождения раковых клеток 
в циркуляции и облегчения их миграции и инвазии 
в метастатические ниши [71, 72].

Для более глубокого изучения взаимодействий 
между злокачественными клетками человека и им-
мунными клетками хозяина получены трансгенные 
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линии D. rerio, в том числе Tg(mpx:GFP)i114 [73] с мар-
кированными нейтрофилами, Tg(mpeg1:eGFP)gl22 [74] 
и Tg(mpeg1:mCherry)UMSF001 [75] с маркированными 
макрофагами, Tg(fli1:eGFP)y1 [76]; Tg(flk1:eGFP)s843 
[77]; Tg(flk1:mCherry) с маркированным эндотелием 
сосудов [78]. С помощью стерео- и конфокальной 
микроскопии можно легко отслеживать в режиме 
реального времени не только отдельные клетки, но 
также образование и рост новых сосудов [79]. Когда 
опухолевые клетки вводят непосредственно в кро-
воток через дистальную ветвь протока Кювье или 
в перивителлиновое пространство, наблюдается их 
пролиферация и инвазия в CHT [47]. Затем иммун-
ные клетки D. rerio рекрутируются в область опухо-
ли в CHT, таким образом увеличивается количество 
нейтрофилов и макрофагов, которые инфильтриру-
ют и окружают участок опухоли [41]. Показано, что 
иммунные клетки колокализуются с опухолевыми 
как в месте первичного роста опухоли, так и в ме-
стах микрометастазирования. Опухолевые и иммун-
ные клетки взаимодействовали с эндотелиальными 
клетками протока Кювье, образуя структуры, по-
добные новым сосудам, которые впоследствии фор-
мировали функциональную сосудистую сеть [80]. 
На моделях как D. rerio, так и мышей обнаружен пе-
ренос содержимого цитоплазмы макрофагов в опу-
холевые клетки, и этот процесс коррелировал с уси-
лением распространения клеток меланомы [81]. На 
модели zPDX меланомы показано, как опухолевые 
клетки мигрировали из места инъекции (желточно-
го мешка), взаимодействовали с эндотелием крове-
носных сосудов и формировали вторичные опухоли 
из единичных клеток [48]. Использование линии 
с репортерными макрофагами позволило обнару-
жить взаимодействие между ними и кровеносными 
сосудами, а также положительную корреляцию меж-
ду количеством иммунных клеток, рекрутируемых 
в очаг опухоли, и степенью ангиогенеза [82].

Таким образом, использование линий D. rerio 
с репортерными сосудистой сетью, макрофагами 
и нейтрофилами позволяет визуализировать в ре-
альном времени прогрессирование опухолевых 
клеток и  их миграцию, индуцированный опухо-
лью ангиогенез и взаимодействие опухолевых кле-
ток с клетками хозяина с разрешением до одной 
клетки [83].

Имитация тканевой ниши – ортотопическая ксе-
нотрансплантация. Имплантация опухолевых кле-
ток человека в гомологичный месту образования 
опухоли орган модельного организма для имита-
ции исходной тканевой ниши называется ортото-
пической ксенотрансплантацией [84]. Важными 
характеристиками конкретной тканевой ниши яв-
ляются строение внеклеточного матрикса, а также 
такие параметры, как рН и межклеточное давление 
[33]. Показано, что изменения внеклеточного ма-
трикса влияют на клеточную пролиферацию, ми-
грацию, ангиогенез и метастазирование [85, 86].

В одной из первых ортотопических ксенотранс-
плантаций в D. rerio клетки глиобластомы человека 
ввели в головной мозг данио и обнаружили важные 
различия в поведении опухолевых клеток. При ор-
тотопической ксенотрансплантации клетки глиоб-
ластомы проникали в мозг, а также рассеивались 
по поверхности его кровеносных сосудов, но те же 
клетки, введенные в желточный мешок, не могли 
пролиферировать и проникать в окружающие тка-
ни [87]. Эти результаты согласуются с тем фактом, 
что в желточном мешке D. rerio отсутствуют мие-
линизированные участки аксональной поверхно-
сти, которые вместе с  кровеносными сосудами 
представляют собой пути распространения клеток 
глиобластомы в головном мозге [88]. Дополнитель-
ные технические достижения, такие как покадро-
вая конфокальная микроскопия и методы количе-
ственной оценки прогрессирования опухоли и кле-
точных взаимодействий в 4D, привели к лучшему 
пониманию поведения опухолевых клеток челове-
ка в мозге данио [89]. zPDX глиобластомы человека 
послужила инструментом для идентификации ма-
триксной металлопротеиназы 9 (MMP‑9) как ос-
новного фактора повышенной инвазивности этих 
клеток. При этом подтверждена эффективность 
ингибитора MMP‑9 в сдерживании распростране-
ния раковых клеток [90].

Также ортотопическую ксенотрансплантацион-
ную модель D. rerio успешно применили для изу-
чения ретинобластомы, наиболее распространен-
ной злокачественной опухоли глаза у детей [91–93]. 
Кроме того, недавно получена новая модель орто-
топической ксенотрансплантации для изучения 
меланомы конъюнктивы путем ретроорбитальной 
инъекции [83].

Все эти результаты доказывают значимость 
модели ортотопической ксенотрансплантации 
D. rerio для изучения прогрессирования опухоли, 
миграции, ангиогенеза в  зависимости от ткане-
вого микроокружения. Однако, как упоминалось 
выше, в D. rerio представлены не все органы чело-
века (например, нет молочной железы или легко-
го), поэтому этот метод применим не ко всем ти-
пам опухолей.

Изучение метастазирования на модели zPDX
Метастазирование – это сложный многоступен-

чатый процесс, включающий инвазию и  отделе-
ние клеток от первичной опухоли, проникновение 
в кровеносные или лимфатические сосуды, экстра-
вазацию в заранее определенные вторичные ткани, 
приживление в  новом микроокружении и,  в  ко-
нечном счете, пролиферацию опухолевых клеток 
[94–96]. Существование внутри- и межопухолевой 
гетерогенности предполагает, что механизмы ме-
тастазирования могут варьировать как у разных 
пациентов, так и в различных типах клеток даже 
в пределах одной и той же опухоли [97, 98].
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Модель zPDX широко используется для изуче-
ния различных аспектов метастазирования опухо-
лей. Предпочтительным местом скопления транс-
плантированных клеток в  теле D.  rerio является 
вентрально-каудальная сосудистая сеть, поэтому 
для оценки миграции (метастазирования) обычно 
подсчитывают количество эмбрионов с  мечены-
ми опухолевыми клетками в хвосте. Таким обра-
зом были выявлены терапевтические мишени не-
скольких типов рака (пути YAP–CXCR2 [99, 100] 
и PIT1–CXCR4 [101, 102]), а также потенциальные 
лекарственные средства (ингибиторы путей CXCR2 
и CXCR4 [103]) и новые методы лечения [104–108].

Оценка с помощью визуализации с субклеточ-
ным разрешением [109] позволяет изучать раз-
ные стадии метастазирования, включая взаимо-
действие с микроокружением опухоли, секрецию 
внеклеточных везикул (экзосом), транспортировку 
по сосудам, остановку опухолевых клеток, экстра-
вазацию, проникновение внеклеточных везикул 
в предметастатическую нишу и метастатическую 
колонизацию.

Ангиогенез, индуцированный опухолью. Модели 
zPDX эмбриональных и  взрослых особей могут 
использоваться для изучения механизмов ангиоге-
неза, индуцированного опухолью. Неоангиогенез 
в местах первичных и метастатических опухолей 
является ключевым фактором распространения 
и прогрессирования рака. Считается, что неоан-
гиогенез происходит после запуска “ангиогенного 
переключателя”. В этот момент колония опухоле-
вых клеток достигает размера, при котором в ней 
развивается гипоксия, и  для обеспечения роста 
опухоли необходима перфузия питательными ве-
ществами и кислородом [110].

Исследования zPDX показали, что микроопу-
холи сначала прорастают бескровными “эндоте-
лиальными тяжами” в течение 6–7 дней, прежде 
чем в них устанавливается кровоток [111]. Интерес-
но, что ингибирование образования эндотелиаль-
ных тяжей и их проникновения в опухоль приво-
дило к значительному уменьшению роста опухоли. 
Необходимость взаимодействия между раковыми 
и эндотелиальными клетками для инициации опу-
холи также может указывать на наличие потенци-
альных периваскулярных ниш – среды, способству-
ющей выживанию опухолевых клеток, прогресси-
рованию и устойчивости опухоли к терапии [112]. 
Индукция неоангиогенеза опухолевыми клетками 
человека в организме D. rerio зависит от количества 
таких клеток и окружающей микросреды [113].

Изучение двух линий рака эндометрия с разным 
уровнем экспрессии фактора роста эндотелия сосу-
дов (vascular endothelial growth factor, VEGF) и фак-
тора роста фибробластов (fibroblast growth factor, 
FGF) выявило индукцию ангиогенеза у 75% личи-
нок D. rerio при ксенотрансплантации клеток толь-
ко высокоангиогенной линии [114]. Причем как 

гипоксия, так и сверхэкспрессия VEGF значитель-
но увеличивали метастазирование. Авторы пришли 
к  выводу, что неоангиогенез, индуцированный 
VEGF и гипоксией, является решающим событием 
при метастазировании. Эти исследования доказали 
роль передачи сигналов VEGF на начальных стади-
ях неоангиогенеза и метастазирования.

Использование антиангиогенных соединений, 
применяемых у млекопитающих, уменьшало нео-
васкуляризацию всех личинок zPDX, не влияя на 
физиологическое развитие сосудов [34].

Интравазация. Одной из начальных стадий ме-
тастазирования является интравазация опухоле-
вых клеток в сосуды. Использование модели zPDX 
позволило визуализировать процесс интравазации 
и изучить его в режиме реального времени. Инъ-
екция флуоресцирующих опухолевых клеток че-
ловека в брюшную полость одномесячных данио, 
получавших дексаметазон (для индукции иммуно-
супрессии), привела к образованию микроопухоли 
в месте инъекции [51]. Один из генов, связанных 
с метастазированием, ген RhoC, кодирует малую 
GTPазу семейства Rho, которые контролируют ак-
тин/миозиновый цитоскелет. Оказалось, что экс-
прессия RhoC индуцирует примитивную амебопо-
добную клеточную инвазию, характеризующуюся 
образованием динамических мембранных высту-
пов и пузырьков. Удивительно, но эти структуры 
проникают в стенку кровеносного сосуда исключи-
тельно в местах сосудистого ремоделирования, а не 
в областях уже существующих интактных сосудов. 
Поэтому для интравазации требуется, чтобы опу-
холевые клетки секретировали VEGF, индуциру-
ющий “открытие” сосудов для доступа RhoC-экс-
прессирующих клеток в кровеносную систему [51]. 
Таким образом, на ранних этапах интравазации 
и  метастазирования необходимы два независи-
мых события: (1) динамическая регуляция актин/
миозинового цитоскелета в опухолевой клетке для 
формирования выступающих структур и (2) про-
ницаемость и ремоделирование сосудов.

На модели zPDX подтверждено также участие 
в интравазации ассоциированных с опухолью макро-
фагов (tumor-associated macrophages (TAM)) [115, 116]. 
Совместное введение TAM и раковых клеток в D. rerio 
показало, что макрофаги активно влияют на метаста-
зирование путем прямых межклеточных взаимодей-
ствий. Причем в сосудистой сети большинство дис-
семинированных опухолевых клеток тесно связаны 
с макрофагами, активированными IL6 и TNFα, уве-
личивающими интравазацию [117].

Циркулирующие опухолевые клетки и их экстра-
вазация. После интравазации опухолевые клетки 
составляют субпопуляцию циркулирующих опухо-
левых клеток (circulating tumor cell, CTC), которая 
фенотипически отличается от первичной опухо-
левой массы, что позволяет CTC выживать в кро-
вотоке. Очевидно, что для полного понимания 
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поведения CTC необходимо исследование этих 
клеток в живом организме. Модель D. rerio позво-
ляет получить изображение единичных CTC, из-
учить их поведение и  роль в  формировании ми-
крометастазов в реальном времени. Показано, что 
замедление кровотока способствует адгезии CTC 
к эндотелию и может приводить к экстравазации 
и образованию метастазов [118, 119]. Было неясно, 
как экстравазируют опухолевые клетки. Обладают 
ли многоклеточные скопления опухолевых клеток 
способностью выходить целиком, или сначала они 
должны диссоциировать? Исследование, оценива-
ющее эту трудноуловимую стадию метастазирова-
ния на модели zPDX, выявило два типа экстраваза-
ции клеток [120] – обычную экстравазацию по типу 
инвазии и экстравазацию по типу эндотелиально-
го покрытия, когда клетки эндотелия покрывают 
CTC и обеспечивают экстравазацию. Ингибиро-
вание передачи сигналов VEGF нарушало экстра-
вазацию инвазивного типа, подавляя поляриза-
цию и подвижность раковых клеток. Однако при 
этом наблюдалась стимуляция, а не ингибирование 
экстравазации раковых клеток по типу эндотели-
ального покрытия со структурными изменениями 
в эндотелиальных стенках. Эти результаты могут 
стать ключом к лучшему пониманию метастатиче-
ского процесса, в том числе ускорения метастази-
рования антиангиогенными реагентами, наблюда-
емого в доклинических исследованиях [120].

На модели zPDX доказано, что CTC обладают 
способностью выходить из кровеносных сосудов 
как в  виде одиночных клеток, так и  в  виде мно-
гоклеточных кластеров с  помощью процесса ан-
гиопеллеза, который заключается в перестройке 
сосудистой стенки вокруг циркулирующих клеток 
и в активном вытеснении этих клеток в окружаю-
щие ткани [121]. CTC прикрепляются посредством 
адгезии к эндотелию просвета кровеносного сосу-
да и активируют сосудистое ремоделирование, что 
позволяет проникать в окружающие ткани либо 
единичным клеткам, либо многоклеточным ско-
плениям [122]. Таким образом, раковые клетки 
могут экстравазировать как в виде кластеров, так 
и отдельных клеток, причем CTC, которые попа-
дают в кровоток уже в виде кластеров, имеют более 
высокую способность к выживанию и больший по-
тенциал метастазирования по сравнению с одиноч-
ными циркулирующими клетками [123]. В zPDX 
модели меланомы было замечено, что клетки, ко-
торые выходят из сосудов в виде кластеров, обра-
зуют бóльшие опухолевые массы, чем те, которые 
существовали в виде отдельных клеток [121, 124]. 
В кластерах CTC усиливаются межклеточная адге-
зия, стволовость и пролиферация. К тому же пони-
жаются апоптоз и пути иммунной активации, та-
кие как презентация антигенов главного комплекса 
гистосовместимости типа II, активация Т-клеток 
и  передача сигналов фактора некроза опухоли 
(tumor necrosis factor, TNF) [125].

Изучение динамики экстравазации опухолевых 
клеток, введенных в перикард эмбрионов D. rerio, 
выявило пассивную задержку клеток в  мелких 
капиллярах в области головы и хвоста примерно 
в первые 3–5 ч с последующей активной миграци-
ей вдоль стенки сосудов [126]. Экстравазация – это 
высокодинамичный процесс, который включает 
модуляцию адгезии опухолевых клеток к эндоте-
лию и внутрисосудистую миграцию клеток вдоль 
поверхности просвета сосудистой стенки. Опухо-
левые клетки не повреждают сосуды в месте экс-
травазации, скорее они индуцируют локальное ре-
моделирование сосудов, характеризующееся ско-
плением эндотелиальных клеток и межклеточных 
контактов. Внутрисосудистое перемещение опухо-
левых клеток не зависит от направления кровото-
ка и требует опосредованной β1-интегрином адге-
зии к стенке кровеносного сосуда. Интересно, что 
экспрессия прометастатического гена Twist в опу-
холевых клетках увеличивает их внутрисосудистую 
миграцию и экстравазацию через стенку сосуда. 
Однако экспрессия Twist заставляет опухолевые 
клетки переключаться на β1-интегриннезависи-
мый режим экстравазации. Таким образом, экстра-
вазация модулируется экспрессией прометастати-
ческих генов Twist, VEGFA и ITGB1 (последний ген 
кодирует β1-интегрин) опухолевыми клетками.

Эффективность экстравазации варьирует в раз-
ных линиях раковых клеток, что коррелирует 
с их метастатическим потенциалом. Кроме того, 
сверхэкспрессия генов Twist и VEGFA, связанных 
с метастазированием, приводит к увеличению экс-
травазации, в то время как подавление β1-интегри-
на снижает этот процесс [126].

Распространение и колонизация опухолевых кле-
ток. Некоторые солидные опухоли, например рак 
молочной и предстательной железы, склонны к ме-
тастазированию в костную ткань, однако механиз-
мы этой направленной диссеминации и колониза-
ции не установлены. Существующие модели PDX 
на мышах (mPDX), позволяющие анализировать 
ранние метастазы в  костной ткани, имеют свои 
ограничения, особенно в крупномасштабных ис-
следованиях и отслеживании раковых клеток in vivo 
в течение длительного периода. Модель zPDX по-
зволяет преодолеть эти ограничения и  изучать 
распространение клеток множественной миеломы 
и их скоплений в СНТ [127]. Предполагалось, что 
СНТ содержит нишу гемопоэтических стволовых 
клеток, сходную с костным мозгом, и является об-
ластью кроветворения у эмбрионов D. rerio, уча-
ствующей в  направлении трансплантированных 
опухолевых клеток в костный мозг [128]. При этом 
обнаружена локализация флуоресцентно мечен-
ных миеломных клеток в СНТ через 30 мин. после 
инъекции в сердечную мышцу эмбрионов данио. 
Изучение экспрессии генов в  образце человека 
и D. rerio показало, что клетки, локализованные 
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в области CHT, экспрессируют гены компонентов 
пути IL6, гены адгезии и ангиогенеза на более вы-
соком уровне, чем клетки вне СНТ.

Изучение локализации опухолевых клеток, инъ-
ецированных в проток Кювье, в области СНТ вы-
явило участие нейтрофилов и макрофагов D. rerio 
(расположенных преимущественно в CHT) в рас-
пространении ксенотрансплантированных рако-
вых клеток [80]. Важно отметить, что ингибиторы 
VEGFR подавляют локализованный рост опухоли, 
однако этим они способствуют инвазии опухоли 
и образованию микрометастазов, усиливая мигра-
цию нейтрофилов.

Оценка метастатического потенциала опухолевых 
клеток человека в zPDX. Модель zPDX позволяет 
проводить сравнительные исследования метастати-
ческого потенциала различных опухолей человека. 
Показано, что клетки увеальной меланомы челове-
ка, выделенные из метастазов, обладают большей 
способностью к миграции и пролиферации, чем 
клетки первичных опухолей [59]. Аналогичные ис-
следования проведены на других видах рака, вклю-
чая как клеточные линии, так и материал, получен-
ный от пациента. Все клеточные линии анализиро-
вали с использованием одной и той же процедуры: 
опухолевые клетки инъецировали в периваскуляр-
ное пространство эмбрионов D. rerio с последую-
щим количественным определением метастати-
ческих клеток. Оказалось, что степень метастати-
ческого потенциала клеток, введенных в D. rerio, 
коррелирует с их инвазивностью in vitro [129]. Кле-
точные линии, классифицированные как неме-
тастатические (например, линия T‑47D рака мо-
лочной железы и  линия HT‑29 колоректальной 
аденокарциномы человека), не дали метастазов 
и в организме D. rerio, а химическое или генети-
ческое подавление инвазивности клеток привело 
к уменьшению их распространения. В дальнейшем 
показали, что кусочки ткани, а также суспензии 
клеток, полученные из опухолей желудочно-ки-
шечного тракта человека (рак поджелудочной же-
лезы, толстой кишки и желудка), способны образо-
вывать метастазы при пересадке в желточный ме-
шок эмбрионов D. rerio, в отличие от неопухолевых 
тканей человека [130]. Высокую метастатическую 
активность раковых клеток наблюдали также при 
трансплантации клеток первичной опухоли подже-
лудочной железы в печень личинок D. rerio. Однако 
в мутантной линии D. rerio, в которой отсутствуют 
функциональная сосудистая сеть и кровообраще-
ние, опухолевые клетки, пересаженные в желточ-
ный мешок, оставались в месте инъекции. Это по-
зволяет предположить, что для распространения 
клеток необходима сформированная сосудистая 
система.

Таким образом, модель zPDX можно успеш-
но использовать для оценки метастатического 

потенциала различных опухолей человека, что 
важно для персонализированной медицины.

Аватары D.  rerio
Что такое аватар? В качестве классических ксе-

нотрансплантатов ранее использовали полученные 
в лабораторных условиях стабильные линии рако-
вых клеток, которые в большинстве случаев резко 
отличаются от первичных опухолевых клеток или 
фрагментов опухоли, полученных от пациента [48]. 
Возможность использования клеток, полученных 
от пациента, обеспечило заметный прогресс в об-
ласти ксенотрансплантологии.

Клетки и  первичные культуры опухолей име-
ют исходно гетерогенные фенотипы и особенно-
сти опухолей, из которых они были выделены, что 
очень важно для дальнейших исследований [131]. 
Кроме того, в них сохраняются фенотипы, подоб-
ные стволовым, что делает их ценным доклиниче-
ским инструментом для прогнозирования ответа 
пациентов на лечение, поскольку известно, что 
стволовые опухолевые клетки играют важную роль 
в механизмах лекарственной устойчивости [132]. 
Рост разработок, предназначенных для лечения 
конкретных пациентов, делает создание аватаров 
особенно актуальным [133, 134].

Модель аватара, в которой часть опухоли паци-
ента пересаживается животному или выращивает-
ся в виде 3D органоидной культуры, служит функ-
циональным суррогатом этого пациента. Аватары 
позволяют изучать поведение опухоли и  ее чув-
ствительность к  лекарственным препаратам, од-
новременно избавляя пациента от нежелательных 
побочных эффектов и напрасной траты времени 
на неэффективную терапию [135]. В  настоящее 
время используют следующие модели опухолей, 
выделенных от пациентов [136]: (1) культуру кле-
ток пациента (patient-derived cell culture, PDC); (2) 
сфероиды, полученные от пациента (patient-derived 
spheroids, PDS), и органоиды, полученные от паци-
ента (patient-derived organoids, PDO); (3) культуры 
срезов тканей пациента (patient-derived tissue slice 
cultures, PDTSC); (4) ксенографты, полученные от 
пациента (patient-derived xenografts, PDX).

mPDX и PDO. Из всех перечисленных моделей 
наиболее широкое применение получили mPDX 
и 3D PDO. Эти модели используются уже продол-
жительное время, но каждая из них имеет суще-
ственные ограничения. Известно, что не все образ-
цы опухолей могут быть имплантированы мышам 
для формирования PDX, а некоторые не выжива-
ют даже как PDO. Например, показатель успеха 
в генерации mPDX рака молочной железы и почек 
составил 13 и  8.9% соответственно [137], а  РDО 
получены только для 16% образцов рака предста-
тельной железы [138]. Непредсказуемость прижив-
ления этих моделей ограничивает их полезность. 
Но критическим фактором, ограничивающим 
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применимость этих моделей, является время, за-
трачиваемое на их разработку, несовместимое 
с  необходимостью быстрого принятия решений 
в онкологической практике [139]. В Соединенных 
Штатах среднее время между постановкой диа-
гноза и началом терапии составляет 26 дней при 
раке толстой кишки и 79 дней при раке предста-
тельной железы [140]. Сроки разработки аватаров 
mPDX измеряются месяцами, при этом в среднем 
на их получение требуется 6–8 месяцев [141]. По-
лучение mPDX рака предстательной железы может 
занять до 37 месяцев, необходимых для внедрения 
и закрепления у мышей ксенотрансплантатов [142]. 
Такие сроки невозможны при особенно агрессив-
ных видах рака, например при некоторых глиоб-
ластомах [143]. PDO культивируются in vitro и име-
ют более короткие сроки генерации, однако для их 
развития из образцов тканей требуется 4–6 недель. 
Поэтому mPDX – используют для персонализиро-
ванной медицины только при рецидивирующих/
метастатических опухолях. Кроме того, для созда-
ния аватара на основе мышей требуется большое 
количество свежего опухолевого материала, что 
затрудняет имплантацию микробиопсийного ма-
териала мышам. Наконец, создание mPDX — это 
дорогой и ресурсоемкий процесс с ограниченной 
статистической мощностью, не говоря уже об эти-
ческих последствиях использования взрослого 
животного.

zPDX. PDX с использованием D. rerio (zPDX) 
являются более дешевой моделью и, что самое глав-
ное, позволяют всего за несколько дней оценить 
опухоль пациента [144]. Прозрачность эмбрионов 
и мальков не имеет аналогов среди позвоночных. 
Они идеально подходят для микроскопии, а новые 
современные методы визуализации позволяют изу-
чать поведение раковых клеток с беспрецедентным 
разрешением [109]. Кроме того, уникально корот-
кое время эксперимента (3–7 дней) и небольшие 
потребности в тканях пациента (100–200 клеток 
на животное) позволяют определять в том числе 
чувствительность конкретного пациента к химио-
терапии. zPDX могут воспроизвести разнообразие 
и биологические особенности опухоли, сохранить 
экспрессию генов и мутационный профиль исход-
ной опухоли, предсказать ее чувствительность к хи-
миотерапии и потенциальный исход терапии [145].

Впервые zPDX был разработан в 2009 году, ког-
да фрагменты ткани и суспензии клеток первичных 
опухолей толстой кишки, поджелудочной железы 
и желудка трансплантировали в желточный мешок 
эмбрионов D. rerio. В результате была создана на-
дежная модель in vivo для изучения инвазивности 
опухолевых клеток и метастатического поведения 
первичных опухолей человека [130]. Аналогичные 
модели получены также для изучения острого лим-
фобластного лейкоза [68], метастазов рака молоч-
ной железы в костный мозг [46], рака поджелудоч-
ной железы [145], множественной миеломы [146]. 

При скрининге лекарственных средств с исполь-
зованием zPDX предложено оценивать количе-
ство клеток человека по уровню экспрессии гена 
домашнего хозяйства человека GADPH, определя-
емого методом количественной ПЦР и капельной 
цифровой ПЦР, вместо визуализации клеток для 
более точного определения эффективности препа-
рата и дозозависимых реакций [147].

Для изучения влияния микроокружения опухо-
ли получена zPDX модель рака поджелудочной же-
лезы с фибробластами, ассоциированными с опу-
холью (CAF – cancer associated fibroblasts). Смесь 
раковых клеток и  фибробластов вводили в  жел-
точный мешок эмбрионов, в воду для содержания 
рыбок добавляли гемцитабин и/или навитоклакс. 
CAF стимулируют пролиферацию и  миграцию 
клеток рака за счет опосредованного TGF-β пара-
кринного эффекта. Ингибитор рецептора TGF-β 
значительно снижал пролиферацию и метастази-
рование клеток, что подтверждало статус рецеп-
тора TGF как потенциальной терапевтической 
мишени [148]. В другом эксперименте проведена 
совместная инъекция клеток рака молочной желе-
зы и макрофагов в желточный мешок эмбрионов 
D. rerio. Показано, что сверхэкспрессия фактора 
транскрипции (POU1F1) в этих клетках модулиру-
ет микроокружение опухоли, приводит к привле-
чению макрофагов и их дальнейшей дифференци-
ровке в TAM. При этом взаимодействие между ра-
ковыми клетками и TAM еще больше увеличивает 
пролиферацию опухоли [149].

При имплантации опухолевых клеток в опухоле-
вый очаг рекрутируется множество различных кле-
ток организма-хозяина, таких как эндотелиальные 
клетки, для реконструкции кровеносной и лимфа-
тической систем, перициты, которые покрывают 
эндотелиальные клетки, TAM, CAF и другие клет-
ки из TME [150–152]. Эти рекрутируемые клетки 
хозяина могут быть либо ближайшими тканевыми 
резидентными клетками, либо клетками, системно 
рекрутированными из отдаленных органов, таких 
как костный мозг [153, 154].

Динамичное взаимодействие между клетками 
иллюстрируют несколько примеров: макрофа-
ги, способствующие проникновению опухолевых 
клеток в кровоток, усиливают метастазирование 
[155, 156]; клетки костного мозга, “обученные” ра-
ковыми клетками, подготавливают предметастати-
ческие ниши [157]. Привлечение рекрутированных 
клеток приводит к изменениям внеклеточного ма-
трикса, что увеличивает жесткость/плотность ма-
трикса [158–160], повышает давление интерстици-
альной жидкости, модулируя формирование гради-
ентов сигнальных молекул и диффузию/доставку 
лекарственных средств [161], влияя, в конечном 
счете, на онкогенез [162, 163]. Наконец, определе-
ние чувствительности опухолевых клеток к лекар-
ственным средствам с использованием моделей in 
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vivo позволяет оценить фармакокинетику, фарма-
кодинамику и токсичность в живом организме, при 
этом соединения должны абсорбироваться, достиг-
нуть целевых значений, обойти элиминацию и не 
быть слишком токсичными, иначе животное не 
выживет [164].

Технологии развиваются с высокой скоростью, 
и эра “омики”, больших данных и искусственно-
го интеллекта породила огромные объемы инфор-
мации, которые привели к успешной разработке 
многих целевых методов терапии опухолей [165]. 
Подходы системной биологии или математиче-
ской онкологии опираются на эти массивы дан-
ных и имеют большие перспективы [166]. Однако 
при этом не всегда удается учитывать клеточный 
ответ in vivo на введение лекарственного сред-
ства, а  также такие взаимодействия, как генети-
ческие и  межбелковые, клональный отбор, вну-
триклеточные и  метаболические механизмы пе-
рестройки, взаимодействия опухоль–иммунитет 
и опухоль–строма. Эти и другие переменные от-
ветственны за отсутствие чувствительности к ле-
карственным средствам или за приобретение ме-
ханизмов резистентности [167].

Модель zPDX позволяет получить результаты 
(гибель клеток, ангиогенез и  обнаружение ми-
крометастазов) всего за 4 дня, что соответствует 
срокам, необходимым для принятия клинических 
решений. Разница во временном масштабе анали-
за связана не с более быстрым развитием D. rerio, 
а  скорее с  тем, что личинки D.  rerio в  10000 раз 
меньше взрослых мышей. Это позволяет вводить 
меньше клеток в одно животное (мышам требует-
ся в 2000 раз больше материала) и, следовательно, 
получать больше ксенографтов для статистиче-
ского анализа. Кроме того, недавно была создана 
автоматическая установка для скрининга в 96-лу-
ночных планшетах с анализом изображений опу-
холевых образований в ксенографтах [50]. Модель 
zPDX вместе с автоматизированной визуализаци-
ей и анализом изображений обещает стать мощной 
системой тестирования лекарственных средств, за-
полняя нишу между скринингом in vitro и mPDX. 
zPDX можно использовать в персонализированной 
медицине при выборе лекарств и их комбинаций, 
адаптированных для конкретного пациента, в тече-
ние минимального промежутка времени [50].

Таким образом, zPDX обладает значительными 
преимуществами перед mPDX, такими как мас-
штабируемость, низкая стоимость, визуализация, 
а  также скорость разработки моделей и  возмож-
ность высокопроизводительного скрининга.

Изучение гетерогенности опухоли с  помощью 
zPDX. Внутриопухолевая гетерогенность, или 
различия в генетических и фенотипических про-
филях клеток внутри одной опухоли, играют зна-
чительную роль в резистентности к проводимой 
терапии [168–170]. Генетические, эпигеномные 

и  транскриптомные изменения, определяющие 
внутриопухолевую гетерогенность, влияют на ре-
акцию отдельных опухолевых клеток на лечение. 
Гетерогенность снижает эффективность классиче-
ского подхода прецизионной медицины, который 
опирается исключительно на мутации в ДНК, но 
не учитывает негенетические факторы, которые 
могут предсказать ответ опухоли [171].

Секвенирование ДНК выявило высокую гете-
рогенность опухолей молочной железы у разных 
пациенток [172], которая может быть обусловлена 
различными этиологическими факторами и факто-
рами окружающей среды. Например, у 100 больных 
раком молочной железы обнаружены 73 уникаль-
ные комбинации нарушений в генах, связанных 
с канцерогенезом [173, 174]. Эти данные свидетель-
ствуют о том, что клиницисты могут назначить те-
рапию, но практически невозможно предсказать 
ее эффективность, опираясь только на результа-
ты секвенирования. Более того, существует также 
и внутриопухолевая гетерогенность, т. е. опухоль 
состоит из разнообразных популяций клеток, или 
субклонов, с отличительными фенотипами, вклю-
чая изменение генетических, эпигенетических 
и метаболических особенностей, а также поведе-
ние опухоли и чувствительность к лекарственным 
средствам [175]. Секвенирование опухолевого гено-
ма позволяет получить представление о возможных 
мутациях и рекомендовать способы эффективной 
точной медицины, тогда как аватары используют-
ся для функциональной оценки внутриопухолевой 
гетерогенности и анализа ответа на терапию. Если 
специфические методы лечения не устраняют рак 
в модели аватара, то можно пробовать другие пре-
параты до тех пор, пока не отреагируют все суб-
клоны опухоли. Использование аватаров в процес-
се принятия клинических решений позволит пред-
сказать, какие комбинации лекарств могут быть 
успешными при гетерогенной опухоли, избавляя 
пациентов от побочных эффектов и  напрасной 
траты времени на неэффективную терапию.

Современные методы генерации mPDX не иде-
альны для повторной оценки гетерогенности опу-
холей, поскольку обычно требуется не менее трех 
последовательных трансплантаций опухолей чело-
века мышам [176]. mPDX, полученный после такой 
последовательной трансплантации, демонстриру-
ет более агрессивные фенотипы опухоли (большую 
скорость пролиферации, способность к метаста-
зированию и инвазии). С увеличением числа пас-
сажей ксенотрансплантата у мышей усиливается 
рост опухоли и ее злокачественность [177]. Геном-
ные изменения, вызванные или отобранные путем 
пассирования, также влияют на чувствительность 
опухолевых клеток к  лекарственным средствам, 
особенно на более поздних пассажах [178, 179].

Кроме того, при последовательной трансплан-
тации mPDX может измениться клональный состав 
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опухоли. Так, с использованием mPDX показано, 
что каждая последующая трансплантация лейкоз-
ных клеток приводила к сокращению числа суб-
клонов на 30–90% [180]. Последовательная транс-
плантация клеток рака молочной железы в mPDX 
также влияла на кинетику роста опухоли [181]. Эти 
результаты свидетельствуют о влиянии избиратель-
ного давления отбора на ксенотрансплантирован-
ные клетки, приводящего к  адаптации опухоли 
человека к окружающей среде в mPDX. Гетероген-
ная опухоль у пациента динамична и реагирует на 
стрессирующие воздействия, поэтому выживают 
наиболее приспособленные клоны, стимулирую-
щие рост опухоли. Это может привести к потен-
циальной неверности модели [182]. Следовательно, 
скрининг лекарств в этих аватарах может неточно 
отражать ответ опухоли в организме пациента.

Личиночный zPDX может решить эту пробле-
му, так как клетки человека ксенотрансплантируют 
в личинки непосредственно из первичной опухоли 
после диссоциации до единичных клеток и экспе-
рименты завершаются в течение 5–10 дней [46, 145, 
183–187]. Эти короткие временные рамки придают 
личиночной модели zPDX способность к лучшему 
сохранению гетерогенности опухоли пациента. Во 
взрослых данио с ослабленным иммунитетом ксе-
нотрансплантаты могут сохраняться в течение бо-
лее длительного времени и оцениваться в течение 
60 дней после трансплантации. Подобно mPDX, 
взрослый zPDX может проявлять селективность 
в отношении специфических субклонов опухоли, 
способных адаптироваться к микросреде D. rerio. 
В  целом для выяснения клонального поведения 
опухоли как в  личиночном, так и  во взрослом 
zPDX необходимы дальнейшие исследования.

Как правило, в одно животное можно инъеци-
ровать 100–800 клеток пациента, а в сотни личинок 
могут быть трансплантированы практически все 
субклоны опухоли [145]. Гетерогенная опухоль бу-
дет разделена на более мелкие части, и с помощью 
аватаров zPDX можно быстро тестировать терапев-
тические схемы и оценивать результаты лечения. 
Флуоресцентное маркирование опухолевых клеток 
позволяет отобрать резистентные клоны и путем 
секвенирования выявить механизмы их резистент-
ности, которые станут основой для вторых раундов 
тестирования лекарств. Это может помочь оценить 
опухолевый ландшафт пациента за несколько дней 
[188], тогда как в случае mPDX для этого требуют-
ся месяцы [189]. Большое количество используе-
мых животных обеспечивает статистическую зна-
чимость результатов, а одноклеточное разрешение 
при визуализации личинки данио позволит иден-
тифицировать субклоны с лекарственной устойчи-
востью, не обнаруженные ранее [43, 190, 191].

В качестве дополнения к личиночному zPDX ис-
пользуется и модель zPDX на взрослых D. rerio, кото-
рая дает больше времени для оценки субклонального 

поведения, поскольку приживление происходит 
в течение 28–60 дней. Взрослым рыбкам пересажи-
вают примерно по 100 опухолевых клеток, поэтому 
каждая из них будет содержать гетерогенную опу-
холь, имитирующую образец пациента [54]. Таким 
образом, эта модель может быть полезна при иден-
тификации опухолевых клонов, которые приводят 
к формированию рецидива, потенциально раскры-
вая индивидуальную информацию о генетических 
и молекулярных профилях рецидивирующей опу-
холи, что поможет выбрать правильный алгоритм 
лечения.

Danio rerio в фармакологии. D. rerio уже много 
лет используют в  фармацевтических исследова-
ниях, в крупномасштабных низкомолекулярных 
скринингах in vivo [164]. В настоящее время уста-
новлено, что определенные лекарственные сред-
ства сходным образом действуют и на людей, и на 
данио. Например, кардиотоксичные для человека 
препараты вызывают отек перикарда и нарушения 
кровообращения у данио [192]. D. rerio является 
хорошо зарекомендовавшей себя моделью для из-
учения фармакокинетики, при этом многие ком-
поненты метаболических реакций, участвующих 
в  трансформации лекарственных средств, кон-
сервативны у данио и млекопитающих [193–195]. 
Консервативность метаболических процессов у да-
нио и человека предполагает, что лекарственные 
средства у них метаболизируются и используются 
практически одинаковым образом [196]. Проведе-
ние химических скринингов на модели D. rerio вы-
явило несколько препаратов, которые в настоящее 
время находятся на разных стадиях клинических 
испытаний [197, 198]. Например, был идентифи-
цирован дорсоморфин, первый ингибитор мор-
фогенетического белка кости. Производные этого 
соединения проходят клинические испытания при 
прогрессирующей оссифицирующей фибродис-
плазии [199]. Фармацевтические компании также 
осознают ценность D. rerio в качестве модели и соз-
дают собственные предприятия по их выращива-
нию или сотрудничают с внешними организация-
ми по контрактным исследованиям этих организ-
мов [200]. Личиночные zPDX позволяют оценивать 
фармакокинетику, фармакодинамику и  токсич-
ность лекарственных средств на уровне организма. 
Кроме того, ксенотрансплантированными личин-
ками D. rerio легко манипулировать в 96-луночном 
планшете [164].

Кожа личинок данио обладает высокой про-
ницаемостью, что позволяет проводить скрининг 
лекарств наружным методом и делает процесс те-
стирования более быстрым, чем при применении 
мышей, которых инъецируют [201]. Однако этот 
метод не подходит в случае лекарств с ограничен-
ной растворимостью в  воде. Медикаментозное 
лечение при температуре ниже 37°C (температу-
ра содержания рыб 28°C) также может влиять на 
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эффективность некоторых химиотерапевтических 
средств [202]. Более того, скрининг лекарственных 
средств и другие способы определения характери-
стик опухоли обычно ограничиваются 7–8 днями 
после получения личиночного zPDX, прежде чем 
иммунная система рыбы начнет отторгать транс-
плантат [203]. Поэтому препараты, которым требу-
ется более длительное время, чтобы вызвать гибель 
клеток (например, включающие вмешательство 
в клеточный цикл или вызывающие эпигенетиче-
ские изменения), не могут показать значительный 
эффект в этой краткосрочной модели [204].

Несомненно, mPDX продолжают играть важную 
роль в тестировании лекарств в системах млекопи-
тающих, однако высокая стоимость и трудоемкость 
процедуры ограничивают их применение в круп-
номасштабных скринингах, направленных на про-
верку эффективности прецизионных лекарствен-
ных соединений. Модели zPDX могут восполнить 
этот пробел. Роботизированная система позволяет 
инъецировать до 2000 эмбрионов за 1 ч с вероят-
ностью успеха 99% для высокопроизводительных 
анализов [205]. Этапы визуализации также могут 
быть автоматизированы с  помощью нескольких 
подходов. Например, VAST BioImagerTM (“Union 
Biometrica”, США) может получать изображения 
до 100 личинок/ч с 85%-ным успехом визуализа-
ции [206]. Для регистрации миграции раковых 
клеток в режиме реального времени использова-
ли микроскопию селективного плоского освеще-
ния (SPIM). Этот метод позволил дифференциро-
вать характер и скорость распространения опухо-
левых клеток разного происхождения, например 
рака молочной железы и лейкоза [207]. Рост, ин-
вазию и выживаемость клеток глиобластомы при 
ортотопической ксенотрансплантации оценивали 
с использованием флуоресцентной визуализации 
в реальном времени и анализа изображений с по-
мощью искусственного интеллекта [208]. В около-
глазную мышцу взрослых особей D. rerio (иммуно-
дефицитная линия prkdc–/–, il2rga–/–) прививали 
клетки рабдомиосаркомы человека и через 7 дней 
проводили медикаментозное лечение с помощью 
перорального зондирования. Показано, что ком-
бинированная терапия олапарибом и темозоломи-
дом приводила к формированию большего коли-
чества клеток с задержкой в фазе G2 по сравнению 
с контрольными особями [54]. В настоящее время 
эта комбинация проходит фазу I клинических ис-
пытаний у детей с рабдомиосаркомой (clinicaltrials.
gov идентификатор: NCT01858168) [Phase I Study 
of Olaparib and Temozolomide for Ewings Sarcoma 
or Rhabdoomyosarcoma. Available online: https://
clinicaltrials.gov/ct2/show/record/NCT01858168 
(accessed on 15 December 2022)].

Аватары D. rerio для прогнозирования результатов 
лечения пациентов. В последнее время все больший 
интерес вызывают исследования, направленные 

на оценку способности zPDX прогнозировать от-
вет пациентов на лечение. При этом параллель-
но используют результаты клинических испыта-
ний и анализа аватаров D. rerio [66, 184, 187, 189, 
209]. Показано, что эффективность химиотерапии, 
определенная на zPDX, в основном соответствует 
клинической картине [209].

Результат данной работы [209] лег в основу пер-
вого испытания XenoZ (clinicaltrials.gov идентифи-
катор: NCT03668418): клинического исследования 
на пациентах с раком поджелудочной железы и же-
лудочно-кишечного тракта и их аватарах. Эффек-
тивность прогнозирования оптимального режима 
лечения на модели zPDX оценивали на 120 паци-
ентах [210]. Эквивалентную дозу химиотерапии 
у  D.  rerio рассчитывали с  использованием коэф-
фициента пересчета; этот коэффициент был опре-
делен путем объединения данных исследований 
безопасности (максимально переносимая доза) 
и эффективности (значительное уменьшение пло-
щади опухоли). В исследование вошли 24 пациен-
та с раком поджелудочной железы, толстой кишки 
и желудка, проходящих химиотерапию; биопсий-
ный материал этих пациентов использовали для 
создания аватаров. На полученных zPDX оцени-
вали влияние химиотерапии с  использованием 
адаптированных к D.  rerio критериев ответа при 
солидных опухолях (RECIST), основанных на из-
менении площади опухоли в модельном организ-
ме. Чувствительность различных типов привитых 
опухолей к  химиотерапии соответствовала чув-
ствительности, о которой сообщалось в клиниче-
ском контексте. Например, у аватаров рака толстой 
кишки, как и у пациентов, комбинированное ле-
чение FOLFIRI, FOLFOX, FOLFOXIRI было бо-
лее эффективным, чем однократное применение 
5-FU [66]. Аватары D. rerio также могут предска-
зывать реакцию на лечение при протоковой аде-
нокарциноме поджелудочной железы [184]. В этом 
исследовании считали, что пациент не отвечает 
на лечение, если рецидив у него происходил в те-
чение одного года, и отвечает, если рецидивов не 
было. В модели zPDX ответом на лечение счита-
ли уменьшение размера опухоли более чем на 50%. 
Из 31 пациента, биопсийный материал которых ис-
следовали, 16 находились под наблюдением в сред-
нем в течение 19 мес. На модели zPDX показано, 
что опухоли семи из 16 пациентов отвечали на ле-
чение, а 9 не реагировали. При этом только один 
пациент из семи (ошибка 14.3%), ответивших на 
лечение, сообщил о рецидиве рака, в то время как 
у шести из 9 (точность 66.7%) пациентов, аватары 
которых идентифицированы как не ответившие, 
наступил рецидив рака. Таким образом, модели 
zPDX могут достаточно точно предсказать реакцию 
пациента на химиотерапевтические средства.

Кроме того, в рамках этого же совместного кли-
нического исследования разработана модель zPDX 
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колоректального рака, для оценки которой приме-
няли адаптивные критерии RECIST прогнозиро-
вания ответа на химиотерапию при лечении 5-FU, 
FOLFIRI, FOLFOX, FOLFOXIRI в течение 2 дней. 
Полученные аватары предсказывали ответ на хи-
миотерапию с точностью 75% [184], поэтому пла-
нируется проведение аналогичного исследования 
под названием “Оценка роста опухоли и онколо-
гического лечения у пациентов с колоректальными 
метастазами в печень” (CRLM) с использованием 
модели эмбриона D. rerio (CRLM-Z) (clinicaltrials.
gov идентификатор: NCT05289076). Этот проект 
представляет собой когортное исследование, в ко-
тором примут участие 40 пациентов. Анализ отве-
та на разные методы лечения как у пациентов, так 
и у zPDX может послужить основой для дальней-
ших шагов [211]. Таким образом, аватары D. rerio 
теперь служат мощным инструментом точной ме-
дицины и потенциально могут помочь в принятии 
обоснованных решений о персонифицированной 
терапии [204, 212, 213].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

К настоящему времени созданы модели zPDX 
для различных типов рака, включая рак желуд-
ка [145], колоректальный рак [43], рак молочной 
железы [183], немелкоклеточную аденокарциному 
легкого [214], аденокарциному протоков поджелу-
дочной железы [184] и другие [185, 186, 215].

Сравнили модели zPDX и  mPDX в  качестве 
аватаров. Реакция zPDX на стандартное лечение 
очень хорошо коррелирует с реакцией mPDX и па-
циентов [214]. Сравнение mPDX и zPDX (в случае 
колоректального рака) показало, что в обеих мо-
делях применение химиотерапии приводило к зна-
чительному увеличению апоптоза и уменьшению 
пролиферации опухолевых клеток. Дифференци-
альная чувствительность к химиотерапии некото-
рых раковых клеток, выявленная с помощью мо-
делей zPDX, подтверждена на моделях mPDX [43].

Короткие сроки создания аватаров zPDX, их 
потенциал в проведении скрининговых исследо-
ваний лекарственных средств и более низкая сто-
имость, чем у  мышиных моделей, делают zPDX 
все более популярной и привлекательной моделью 
для прецизионной терапии опухолей. В настоящее 
время доказано, что личиночный zPDX является 
клинически значимой моделью, которая позволя-
ет тестировать лекарства на 96-луночных планше-
тах, сохраняя при этом сложность целого организ-
ма с физиологическими функциями [164, 199, 201, 
216–218]. Взрослые и личиночные zPDX позволяют 
выявлять внутриопухолевую гетерогенность и пре-
доставляют ценную информацию о генетических, 
молекулярных и  поведенческих профилях суб-
клонов, вызывающих резистентность пациентов 
к проведению терапии.

Тем не менее каждая модель аватара рака имеет 
свои недостатки, и ни одна из них не может пол-
ностью воссоздать болезнь человека. Необходимо 
тщательно оценивать пригодность всех типов PDX, 
включая zPDX, для ответа на конкретные вопросы, 
относящиеся к  опухоли пациента, включая гете-
рогенность и субклональный ответ на проведение 
терапии. В конечном счете разные модели будут 
играть свои собственные важные роли в конвейе-
ре прецизионной медицины. Требуется проделать 
определенную работу, чтобы приблизить аватары 
D. rerio к клиническим условиям. Методы получе-
ния zPDX для личинок и взрослых особей долж-
ны быть стандартизированы во всех лабораториях, 
чтобы результаты, полученные с их использовани-
ем, были надежными и  воспроизводимыми. До-
полнительное сравнение моделей zPDX и mPDX 
покажет, как они перекрываются и дополняют друг 
друга. Наконец, необходимы более обширные со-
вместные клинические исследования, охватываю-
щие различные типы рака, чтобы сравнить данные 
zPDX с ответами пациентов на лечение.
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ZEBRAFISH XENOGRAPHS IN ONCOLOGY 
AND PERSONALIZED MEDICINE
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The bony fish Danio rerio (zebrafish) has become one of the important vertebrate model organisms in 
biomedical cancer research and is used, among other things, for the development of anticancer drugs 
using xenotransplantation approaches. The ex utero development of zebrafish, optically transparent 
tissues in the first month of growth, as well as the immature adaptive immune system during this period 
greatly facilitate the manipulation of embryos. For highly aggressive cancers where patient survival 
may be expected to be only a few months, the zebrafish xenograft assay may be the only appropriate 
method as it requires only 4 to 7 days. Thousands of embryos can be implanted with biopsy tissue from 
a patient to produce zebrafish xenografts and use them to automatically screen a large number of drugs 
and compounds to develop an effective treatment regimen for a specific patient. The review examines the 
advantages and disadvantages of the zebrafish model in oncology research. The main focus is on the use 
of zebrafish xenografts to study metastasis and create avatars in personalized medicine.

Keywords: human malignancies, zebrafish, Danio rerio, xenografts, metastasis, avatar, personalized medicine


