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Цель. Исследовать изменения метаболомного профиля эмбрионов Данио-рерио (зебрафиш) при воздействии 
лекарственных препаратов с известными рисками кардиотоксичности — ацетаминофена, карбамазепина, 
сальбутамола, кеторолака, бисопролола и метопролола. Анализ нацелен на выявление изменений в уровне 
аминокислот (в том числе с разветвлённой цепью — ВСАА), продуктов карнитинового обмена (ацилкарнитинов) 
и связанных метаболических индексов, отражающих митохондриальную дисфункцию, оксидативный стресс и 
нарушения сигнального пути оксида азота. 
Материалы и методы. Эмбрионы Данио-рерио инкубировали с исследуемыми веществами в градиенте  
концентраций (0,5–10×NOEC). Проводился количественный целевой метаболомный анализ методом 
высокоэффективной жидкостной хроматографии — тандемной масс-спектрометрии (HPLC–MS/MS) с панелью из  
98 метаболитов (аминокислоты, продукты обмена оксида азота, витамины, нуклеозиды и ацилкарнитины). 
Полученные концентрации метаболитов сравнивали с контролем (0,1% ДМСО). Статистически значимые отклонения 
выражали как отношение концентрации к контролю в логарифмическом масштабе по основанию 2 (log2FC). 
Результаты. Выявлены изменения концентраций ключевых метаболитов под влиянием кардиотоксичных 
лекарственных препаратов. Наблюдалось накопление ВСАА (сумма лейцин, изолейцин, валин; log2FC≈0,5–2,2; 
p <0,05) по сравнению с контролем, а также повышение уровня ацилкарнитинов, указывающее на митохондриальную 
дисфункцию: так, метопролол и бисопролол вызывали увеличение соотношения суммы ацилкарнитинов к свободному 
карнитину более чем в 4–6 раз (log2FC=+3,8 для бисопролола и –1,27 для метопролола; p <0,01), а также накопление 
длинноцепочечных ацилкарнитинов. Отмечены выраженные изменения показателей, связанных с оксидативным 
стрессом: в образцах после воздействия β1-блокаторов (бисопролол, метопролол) и кеторолака повышалась 
концентрация метионин-сульфоксида (на 80–130%, p <0,01) — продукта окисления метионина, и соотношение 
метионин-сульфоксид/метионин, тогда как при воздействии сальбутамола, напротив, уровень метионин-сульфоксида 
снижался (–120%, p <0,01), указывая на разнонаправленное влияние на окислительный статус. Нарушения сигнального 
пути оксида азота отразились в повышении уровня асимметричного диметиларгинина. 
Заключение. Каждое из проанализированных соединений вызывало специфический метаболический «отпечаток» 
в образцах Данио-рерио, отражающий механизмы их кардиотоксичности. Повышение уровня ВСАА и связанных 
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показателей указывает на нарушение энергетического обмена миокарда, накопление длинноцепочечных 
ацилкарнитинов свидетельствует о неполном β-окислении жирных кислот. Рост концентрации ADMA ассоциирован с 
эндотелиальной дисфункцией, а увеличение метионин-сульфоксида — с усилением оксидативного стресса. 
Ключевые слова: кардиотоксичность; метаболомика; Данио-рерио; зебрафиш; аминокислоты; ацилкарнитины
Список сокращений: КС — кардиотоксичность; ЛС — лекарственное средство; ADMA — асимметричный 
диметиларгинин; ВСАА — сумма аминокислот с разветвлённой цепью (валин+лейцин+изолейцин); ДМСО — 
диметилсульфоксид; FC (Fold Change) — отношение концентрации в образце к концентрации в контроле; NOEC — 
концентрация, не оказывающая эффекта; SDMA — симметричный диметиларгинин; GSG — комбинация аминокислот, 
вовлечённых с синтез глутатиона, глутамат/(серин+глицин); GABR — индекс общей доступности аргинина,  
аргинин/(цитруллин+орнитин); АФК — активные формы кислорода.
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The aim. To investigate the metabolic profile of zebrafish embryos when exposed to drugs with known risks of cardiotoxicity, 
such as acetaminophen, carbamazepine, salbutamol, ketorolac, bisoprolol, and metoprolol. The analysis is aimed at detecting 
changes in the level of amino acids (including branched chain BCAAs), products of carnitine metabolism (acylcarnitines) and 
related metabolic indices reflecting mitochondrial dysfunction, oxidative stress and disorders of the nitric oxide signaling 
pathway. 
Materials and methods. Zebrafish embryos were incubated with the test substances in a concentration gradient (0.5–
10×NOEC). A quantitative targeted metabolomics analysis was performed using high-performance liquid chromatography 
with tandem mass spectrometry (HPLC–MS/MS) with a panel of 98 metabolites (amino acids, nitric oxide metabolism 
products, vitamins, nucleosides and acylcarnitines). The obtained concentrations of metabolites were compared with the 
control (0.1% DMSO). Statistically significant deviations were expressed as the ratio of concentration to control on a base 2 
logarithmic scale (log2FC). 
Results. Changes in concentrations of metabolites under the influence of cardiotoxic drugs were revealed. There was an 
accumulation of BCAAs (the sum of leucine, isoleucine, valine; log2FC≈0.5–2.2; p <0.05) compared with the control, as well as 
an increase in the level of acylcarnitines, indicating mitochondrial dysfunction: for example, metoprolol and bisoprolol caused 
an increase in the ratio of the sum of acylcarnitines to free carnitine by more than 4–6 times (log2FC=+3.8 for bisoprolol and 
-1.27 for metoprolol; p <0.01), as well as accumulation of long-chain acylcarnitines. Pronounced changes in indicators related 
to oxidative stress were noted: in the samples after exposure to beta-1 blockers (bisoprolol, metoprolol) and ketorolac, 
the concentration of methionine sulfoxide (by 80–130%, p < 0.01), the product of methionine oxidation, and the ratio of 
methionine sulfoxide/methionine increased, whereas when exposed to salbutamol, on the contrary, the level of methionine 
sulfoxide decreased (-120%, p <0.01), indicating a multidirectional effect on the oxidative status. Violations of the nitric oxide 
signaling pathway were reflected in an increase in the level of asymmetric dimethylarginine. 
Conclusion. Each of the analyzed compounds produced a specific metabolic “imprint” in Zebrafish samples, reflecting the 
mechanisms of their cardiotoxicity. An increase in BCAA levels and related indicators indicates a violation of myocardial 
energy metabolism, the accumulation of long-chain acylcarnitines indicates incomplete beta-oxidation of fatty acids. An 
increase in the concentration of ADMA is associated with endothelial dysfunction, and an increase in methionine sulfoxide is 
associated with increased oxidative stress.
Keywords: cardiotoxicity; metabolomics; zebrafish; zebrafish; amino acids; acylcarnitines.
Abbreviations: CTx — cardiotoxicity; ADMA — asymmetric dimethylarginine; BCAA — the sum of branched-chain amino 
acids (valine+leucine+isoleucine); DMSO — dimethyl sulfoxide; FC (Fold Change) — the ratio of concentration in the sample 
to concentration in the control; NOEC — concentration having no effect; SDMA — symmetric dimethylarginine; GSG — a 
combination of amino acids involved in the synthesis of glutathione, glutamate/(serine+glycine); GABR — arginine total 
availability index, arginine/(citrulline+ornithine); ROS — reactive oxygen species.
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ВВЕДЕНИЕ
Кардиотоксичность (КС) лекарственных  

средств (ЛС) остаётся значимой проблемой в 
современной фармакологии и клинической 
практике, так как является причиной отказа 
на этапах разработки и отзыва ЛС на стадии 
постмаркетинга [1]. КС проявляется как результат 
сложного взаимодействия различных молекулярных 
механизмов повреждения сердца, таких как 
окислительный стресс (ОС), митохондриальная (МД) 
и эндотелиальная дисфункция (ЭД), нарушение 
функций ионных каналов [2–5]. 

Метаболомный анализ предоставляет 
возможность выявления биомаркеров 
повреждения миокарда. В частности, профили 
низкомолекулярных метаболитов (аминокислоты, 
продукты карнитинового обмена и др.) в плазме 
крови отражают характерные сдвиги в метаболизме 
при токсическом воздействии [3–5]. Например, 
повышение уровней разветвлённых аминокислот 
(BCAA: лейцин, изолейцин, валин) ассоциировано 
с нарушением сократимости миокарда [6–8], а 
накопление длинноцепочечных ацилкарнитинов 
свидетельствует о нарушениях митохондриального 
b-окисления и энергетического баланса [9–11]. 
Повышенная концентрация асимметричного 
диметиларгинина (ADMA), ингибитора NO-синтазы, 
коррелирует с нарушением ЭД и прогрессией 
сердечной недостаточности [12, 13].

Оценка КС ЛС в настоящее время проводится 
на клеточных системах с использованием 
кардиомиоцитов и на млекопитающих [14, 
15]. Современные методы скрининга in vitro 
обеспечивают высокий уровень пропускной 
способности, но не отражают сложные 
взаимодействия, происходящие в целостном 
организме [15]. Исследования на млекопитающих 
обладают лучшей прогностической ценностью в 
отношении клинических результатов, но имеют 
низкую пропускную способность и высокую 
стоимость [15], что является причиной поиска 
других биологических моделей для исследования 
органотоксичности ЛС.  

Зебрафиш (Данио-рерио) демонстрируют 
высокую степень метаболической консервативности 
и применяется для оценки токсичности различных 
соединений благодаря генетической гомологии 
с млекопитающими, прозрачности эмбрионов 
и высокой скорости развития [16–18]. Наиболее 
распространённым методом изучения КС с 
использованием зебрафиш в качестве модельного 
организма является выявление изменений 
сердечного ритма или скорости кровотока эмбрионов 
после инкубации с исследуемыми ЛС [19]. 

Морфологические данные интересно было бы 
дополнить информацией о механизмах токсического 
действия. Использование Данио-рерио в качестве 
биологической модели обеспечивает возможность 

оценки системных эффектов ЛС в условиях целостного 
организма [20], позволяет выявить метаболомные 
маркеры, связанные с механизмами токсического 
влияния вещества на миокард [20], что может быть 
использовано для выявления органотоксичности  
при разработке новых ЛС.

ЦЕЛЬЮ настоящей работы было выявление 
специфических метаболомных изменений, 
возникающих при экспозиции эмбрионов 
Данио-рерио к различным кардиотоксичным 
препаратам, и установление связи этих изменений  
с предполагаемыми механизмами токсичности.  

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Реактивы и материалы
В работе использованы следующие реактивы 

и химические реагенты: вода деионизированная  
(18,2 МОм×см) была получена с использованием 
системы Millipore-Q (Merck, Дармштадт, Германия), 
натрия хлорид (NaCl), калия хлорид (KCl), кальция (II) 
хлорид (CaCl2), магния сульфат (MgSO4), метиленовый 
синий и аскорбиновая кислота (квалификации «ч») 
(Prime Chemical Group, Москва, Россия); ацетонитрил, 
метанол, муравьиная кислота «для ВЭЖХ», натрия 
метабисульфит «reagent grade» (Sigma-Aldrich, США). 
Для исследования использованы: сальбутамол и 
бисопролола фумарат (British Pharmacopoeia (BP) 
Reference Standard, EDQM, США), ацетаминофен, 
кеторолак трометамин, цетиризина гидрохлорид, 
метопролола тартрат (Pharmaceutical Secondary 
Standard, Supelco, США), карбамазепин (≥98% (HPLC), 
Sigma-Aldrich, США). 

Среда E3 содержала 5 мМ NaCl, 0,17 мМ KCl,  
0,33 мМ CaCl2, 0,33 мМ MgSO4 и 0,001% 
метиленового синего. Субстанции растворяли в 
диметилсульфоксиде (ДМСО) или воде, а затем 
разбавляли в среде E3 для получения концентрации 
для инкубации (конечная концентрация ДМСО 
составляла 0,1%).

Для количественного анализа использованы 
стандарты аминокислот и соединений, содержащих 
аминогруппу (Sigma-Aldrich, Германия) и изотопно-
меченые стандарты (Toronto Research Chemicals, 
Канада). Для анализа ацилкарнитинов использованы 
внутренние изотопно-меченые стандарты 
(MassChrom Internal Standard Mix, Chromsystems, 
Германия).

Проведение исследований на зебрафиш
Данио-рерио дикого типа были получены и 

содержались в Центре биофармацевтического 
анализа и метаболомных исследований, ФГАОУ ВО 
Первый МГМУ им. И.М. Сеченова Минздрава России 
(Сеченовский университет). Рыбы принадлежали 
к одной популяции и были распределены по 
нерестовым группам случайным образом. 
Исследования проводились с автоматически 
контролируемым 24-часовым циклом (14 — свет, 
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10 — темнота), а температура была установлена 
на уровне 26±2°С. Неоплодотворённые яйца и 
мёртвые эмбрионы были идентифицированы и 
отделены на 2 сут после оплодотворения, а живые 
эмбрионы использовались для исследования. 
Морфологические патологии, такие как пороки 
развития хвоста, уровни пигментации, форма хорд 
и сомитов, а также сердцебиение, оценивались с 
помощью светового микроскопа (Leica DM2000, 
Германия). 

Для исследований использовались 
эмбрионы Данио-рерио 4 дня после 
оплодотворения (возраст до 120 часов), в 
связи с чем одобрения Этическим комитетом 
любого уровня в случае данного исследования 
не требовалось. Эмбрионы переносили в  
12-луночные планшеты (по 20 эмбрионов на один 
биологический образец в одну лунку). Далее 
в каждую лунку добавляли по 5 мл раствора 
исследуемого препарата в среде Е3 без метиленового 
синего. Концентрации препаратов составляли от 
0,5×NOEC до 10×NOEC (табл. 1), в контрольную 
группу добавляли 0,1% ДМСО в среде E3. NOEC 
определяли в экспериментах по острой токсичности, 
проведённых в соответствии с ГОСТ 33774-2016 
«Методы испытания химической продукции, 
представляющей опасность для окружающей 
среды. Острая токсичность для эмбрионов рыбы». 
Планшеты инкубировали в течение 4 ч. Для учета 
вариабельности каждый препарат был исследован 
в 3 повторных инкубациях. Дизайн исследования 
приведён на рисунке 1.

Подготовка пробы для ВЭЖХ-МС/МС анализа 
После инкубации эмбрионы из каждой лунки 

(по 20 шт. в образце) переносили в микропробирки 
объемом 1,5 мл. Водную фазу удаляли и к образцу 
добавляли 10 мкл 13 мМ водного раствора 
метабисульфита натрия для предотвращения 
окисления метаболитов. Затем добавляли 500 мкл 
холодного метанола со смесью внутренних 
стандартов, обрабатывали ультразвуком в ледяной 
бане в течение 15 мин и центрифугировали 
(Centrifuge 5418R, Eppendorf AG, Германия) в 
течение 5 мин при 16 900 rf при 4°С. После этого 
450 мкл супернатанта выпаривали досуха. Остаток 
восстанавливали 100 мкл метанола, разбавляли 
100 мкл деионизированной воды, центрифугировали 
в течение 10 мин при 14 000 об/мин на той же 
центрифуге и анализировали методом ВЭЖХ-МС/МС.

ВЭЖХ-МС/МС анализ
ВЭЖХ-МС/МС анализ проводился c 

помощью высокоэффективной жидкостной 
хроматографической системы Agilent 1290 Infinity II,  
с масс-спектрометрическим детектором Agilent 6470A 
(Agilent Technologies, США). Хроматографическое 
разделение выполнялось с помощью аналитической 

колонки Acquity UPLC BEH C18 (2,1×50 мм, 1,7 мкм) 
от Waters Corporation, США при 40°С. Подвижная 
фаза состояла из 0,1% водного раствора муравьиной 
кислоты (A) и 0,1% раствора муравьиной кислоты 
в ацетонитриле (B), подаваемых в программе 
градиентного элюирования со скоростью потока 
0,5 мл/мин. Общее время анализа составило  
5,0 мин. Образцы вводились в объёме 5 мкл.

Масс-спектрометрический анализ проводился в 
режиме мониторинга множественных реакций после 
электрораспылительной ионизации. Параметры 
масс-спектрометрии были следующими: напряжение 
капилляра — 3500 Вт, температура газа — 300°С, 
скорость потока газа — 11 л/мин. Параметры, 
специфичные для соединений (фрагментор,  
энергия столкновения) и оптимизированные для 
лучшего отклика каждого аналита, опубликованы 
в работе M.V. Kozhevnikova и соавт. [9]. Обработка 
исходных данных производилась с помощью 
программного обеспечения MassHunter (Agilent 
Technologies, США).

Статистический анализ
Количественный анализ соединений, содержащих 

аминогруппу, проводился методом внутреннего 
стандарта в соответствии с калибровочной кривой. 
Для построения калибровочной кривой использовали 
программное обеспечение MassHunter (Agilent 
Technologies, США). Концентрации ацилкарнитинов 
в образцах определялись путем расчета отношения 
площадей пиков ацилкарнитинов и их внутренних 
стандартов (полуколичественный метод) при 
помощи программного обеспечения MassHunter 
(Agilent Technologies, США).

Данные из 3 повторных экспериментов были 
ранжированы и усреднены. Для оценки нормальности 
распределения данных использовался тест  
Шапиро–Уилка. В случае нарушения нормальности в 
одной из групп для сравнения концентраций между 
контрольной и тестовыми группами применялся 
непараметрический критерий Манна–Уитни. При 
отсутствии отклонений от нормальности применялся 
t-тест Уэлча. Значения при p <0,05 считались 
значимыми. Статистический анализ был выполнен 
с использованием программного обеспечения 
STATISTICA версии 10.0 (США). 

Для выявления тенденции изменений 
метаболомного профиля рассчитывали 
отношение концентрации метаболита в тестовом 
образце к контролю (Fold Change), и выражали 
в логарифмическом масштабе по основанию 2  
(log2FC) [21]. 

Также рассчитывали соотношения метаболитов [22– 
24]: GSG индекс — комбинация аминокислот, 
вовлечённых в синтез глутатиона — глутамат/
(серин+глицин); BCAA — сумма аминокислот с 
разветвлённой цепью — валин+лейцин+изолейцин; 
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GABR — индекс общей доступности аргинина — 
аргинин/(цитруллин+орнитин); индекс Фишера — 
отношение суммы аминокислот с разветвлённой 
цепью к сумме ароматических аминокислот.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Одной из основных проблем в использовании 

Данио-рерио в качестве биологической модели при 
метаболомных исследованиях остаётся высокая 
биологическая изменчивость, которая может 
усложнить интерпретацию результатов и снизить 
воспроизводимость [25]. Использование строго 
определённой стадии развития, стандартизация 
рациона и времени кормления снижает 
метаболические колебания [25]. Объединение 
20 эмбрионов в один биологический образец 
нивелирует вариабельность, особенно на ранних 
стадиях развития [25]. Более воспроизводимые 
результаты получаются также, если интерпретировать 
отношения концентраций метаболитов в группах 
воздействия по сравнению с контролем. 

В таблице 2 представлены изменения 
концентрации метаболомных маркеров (для 
максимальной концентрации 10×NOEC), 
характерные для различных механизмов КС, 
которые наблюдались под влиянием исследуемых 
веществ. В отрицательном контроле (цетиризин) 
существенных сдвигов метаболитов не наблюдалось, 
значения log2FC близки к нулю (p >0,05 для всех), 
что подтверждает отсутствие кардиотоксического  
эффекта у данного соединения. Напротив, 
кардиотоксичные вещества вызывали значимые 
изменения ряда маркеров. На основании полученных 
данных можно выделить характерные паттерны 
метаболомных изменений. Так, ацетаминофен (в 
максимальной дозе ≈10×NOEC) привёл к умеренному 
повышению суммарных BCAA и соотношения  
ADMA/аргинин. Карбамазепин вызвал наиболее 
выраженное повышение ADMA (log2FC≈2,94) 
и индекса (ADMA/аргинин) — эти сдвиги 
свидетельствуют о нарушении пути синтеза оксида 
азота (NO) и ЭД под действием карбамазепина. 
Сальбутамол (β2-адреномиметик) напротив, 
резко снижал уровень L-аргинина (–1,832) 
и ADMA (–1,409), но с повышением индекса  
ADMA/аргинин. Для сальбутамола также характерен 
самый высокий рост BCAA (log2FC≈1,38) при 
снижении ацетилкарнитина (С2) и свободного 
карнитина (С0), что указывает на усиление 
катаболизма углеводов и потребление карнитина. 
Кеторолак (НПВС) продемонстрировал наиболее 
значимое накопление BCAA (log2FC≈2,18, p=0,001), 
что может свидетельствовать о развивающемся 
энергетическом дисбалансе и осмотическом стрессе 
в кардиомиоцитах. Бисопролол и метопролол 
(селективные β1-адреноблокаторы) вызывали 
схожие метаболические сдвиги, характерные 

для состояния угнетения сердечной функции:  
умеренный рост BCAA (≈+0,59 и +0,89), значительное 
повышение ADMA (+1,32 и +0,61) на фоне снижения 
L-аргинина (–1,25 и –1,14) — признаки ЭД и снижения 
синтеза NO.

На рисунках 2–5 показана дозозависимая 
динамика изменения концентрации некоторых 
маркеров. Например, для BCAA (Рис. 2) видно, 
что кардиотоксичные вещества привели к 
нарастающему (с дозой) увеличению суммарной 
концентрации. Особенно заметен рост BCAA при 
воздействии кеторолака и сальбутамола — их 
кривые резко возрастали, достигая 3–4-кратного 
превышения контроля при максимальных 
концентрациях препаратов. Отношение  
ADMA/аргинин (Рис. 3) также отличалось: для 
карбамазепина отношение ADMA/аргинин было 
пропорционально дозе (индикатор подавления 
NO-синтазы), тогда как для кеторолака и 
сальбутамола отношение резко повышалось 
при добавлении минимального количества 
препарата (0,5×NOEC), а далее уже не менялось. 
Отношение метионин-сульфоксид/метионин (Рис. 4)  
оставалось неизменным при действии цетиризина 
и сальбутамола (последний даже несколько 
понизил его), однако возрастало при увеличении 
концентрации β1-адреноблокаторов и кеторолака —  
отражая усиление окислительного стресса 
в сердечной ткани. Наконец, отношение 
(C16+C18)/C0 (Рис. 5) — показатель накопления 
длинноцепочечных ацилкарнитинов — практически 
не менялось под действием ацетаминофена, 
карбамазепина и сальбутамола, но резко 
увеличивалось для бисопролола и метопролола 
при переходе к высоким концентрациям. 
Эти графические зависимости дополняют  
статистические данные таблицы, подтверждая 
наличие характерных метаболических «отпечатков» 
у разных механизмов КС.

ОБСУЖДЕНИЕ 
Метаболомный профиль Данио-рерио 

менялся после действия кардиотоксических 
ЛС, имитируя метаболические последствия  
для сердца у млекопитающих. Согласно литературным 
данным, повышение уровня концентрации ВСАА в 
плазме крови человека ассоциировано с ухудшением 
сократимости миокарда и ухудшением прогноза 
при сердечной недостаточности [9], а накопление 
длинноцепочечных ацилкарнитинов коррелирует 
с риском развития аритмий и неблагоприятными 
исходами при кардиомиопатиях [26]. Этим 
данным соответствуют также полученные нами 
результаты: препараты, известные способностью 
вызывать энергетическую недостаточность 
миокарда (кеторолак, β-блокаторы) [27], вызывали 
наибольший рост уровня BCAA и ацилкарнитинов, 
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отражающий торможение цикла трикарбоновых 
кислот и β-окисления жирных кислот в сердечной 
ткани. Вероятным механизмом являлась 
перегрузка митохондрий жирными кислотами при 
одновременном угнетении их окисления — в случае 
β-блокаторов за счет снижения потребности в АТФ 
на фоне брадикардии и уменьшения коронарного 
кровотока, в случае кеторолака — вследствие  
угнетения биогенеза митохондрий при хроническом 
воспалении. Такой дисбаланс приводил к 
накоплению длинноцепочечных ацилкарнитинов, 
которые способны нарушить работу ионных каналов 
и провоцировать аритмогенные эффекты [11].

Другим важным фактором КС является 
ЭД вследствие нарушения NO-сигнальной  
системы [8, 9]. Мы наблюдали значительное 
повышение уровня ADMA (ингибитора NO-
синтазы) под влиянием ряда ЛС — особенно 
карбамазепина и β-блокаторов. Известно, что ADMA 
конкурентно вытесняет L-аргинин из активного  
центра эндотелиальной NO-синтазы, снижая 
продукцию NO и вызывая вазоконстрикцию и 
ишемию тканей [12]. Повышение концентрации 
ADMA в плазме считается фактором риска ЭД и 
сердечно-сосудистых нарушений [12]. В наших 
исследованиях рост ADMA сопровождался 
увеличением индекса ADMA/аргинин и снижением 
уровня L-аргинина (например, при метопрололе),  
что указывает на возможное истощение  
NO-зависимой вазодилатации. 

Сальбутамол снижал концентрацию ADMA, 
вероятно, стимулируя синтез NO (адреналин и  
β2-агонисты повышают активность eNOS [28, 29]).  
Однако при этом наблюдалось резкое падение 
уровня L-аргинина, что в совокупности приводило 
к дисбалансу ADMA/аргинин. Тем не менее, у 
сальбутамола повышался уровень цитруллина 
(побочного продукта eNOS), что может 
свидетельствовать об активации NO-синтеза; 
снижение же аргинина, вероятно, связано с 
перераспределением его в другие пути (например, 
орнитиновый цикл или синтез креатина). В целом, 
полученные данные показывают, что различные 
механизмы (увеличение ADMA, дефицит L-аргинина 
или их комбинация) вносят вклад в уменьшение 
биодоступности NO при действии токсичных 
доз ЛС, что потенциально ведёт к ухудшению  
перфузии миокарда и повышает его уязвимость к 
ишемии и аритмиям [12].

Нарушения азотистого обмена аминокислот 
под влиянием токсикантов проявились также 
в накоплении ароматических аминокислот — 
фенилаланина, тирозина, триптофана — практически 
при всех воздействиях. Повышение уровня 
фенилаланина и снижение отношения тирозин/
фенилаланин типично для состояний сердечной 

недостаточности и может свидетельствовать о 
снижении активности фенилаланингидроксилазы в 
печени (например, при гипоксии) [30]. Отношение 
тирозин/фенилаланин существенно возросло 
при воздействии β-блокаторов, что можно 
интерпретировать как усиленную конверсию 
фенилаланина в тирозин in situ или повышенный 
распад катехоламинов (образующих тирозин) при 
длительной β-блокаде. В любом случае накопление 
фенилаланина — маркер дисфункции печени или 
почек — возможно, отражает системное действие 
препаратов на весь организм даже при короткой 
экспозиции. Аналогично, повышение триптофана 
может быть связано с угнетением его метаболизма 
по кинурениновому пути, что нередко наблюдается 
при стрессорных воздействиях и воспалении.

ОС признан ключевым звеном КС многих  
ЛС [31], и в данном исследовании он наблюдался 
при воздействии β-блокаторов — значительное 
накопление метионин-сульфоксида указывает на 
повышенное образование активных форм кислорода 
(АФК) и окисление метионина. Это согласуется с 
клиническими данными, в которых сказано, что 
передозировка селективных β1-адреноблокаторов 
приводит к кардиогенному шоку с ишемией тканей, 
провоцируя выброс свободных радикалов и окисление  
липидов [27]. Ацетаминофен генерирует реактивные 
метаболиты в печени [32, 33]; в сердце же его про-
оксидантный эффект проявился слабо (отмечалась 
лишь тенденция к снижению уровня метионин-
сульфоксида), возможно, за счет компенсаторной 
активации антиоксидантных ферментов. 
Неожиданным оказалось снижение маркеров 
окисления при сальбутамоле — этот феномен может 
объясняться тем, что острое β-адренергическое 
воздействие активирует защитные пути (например, 
приток Ca2+ способен стимулировать синтез NO, 
обладающего антиоксидантными свойствами, 
а также включать экспрессию NRF2-зависимых 
генов антиоксидантной защиты). Более вероятно, 
что при сальбутамоле просто не возникает столь 
выраженного ОС, поскольку повышенный кровоток 
и метаболизм в условиях β-стимуляции не дают 
накапливаться восстановленным эквивалентам 
(поддерживая высокий уровень NAD+/NADH). 
В свою очередь, кеторолак умеренно повысил 
концентрацию метионин-сульфоксида и таурина, 
что согласуется с данными о нефропатиях и 
кардиопатиях, вызываемых НПВП через образование 
АФК и истощение клеточных антиоксидантов [34].

В таблице 3 приведена сравнительная 
оценка вклада каждого из исследованных 
препаратов в развитие ключевых механизмов 
кардиотоксичности — МД, ОС и нарушения  
NO-сигнального пути.
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Рисунок 1 – Дизайн исследования

0 дпо
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по 20 эмбрионов на лунку
(биологический образец)
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ГОСТ 33774-2016
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препараты Концентрация

1. Цетиризин
2. Ацетоминофен
3. Карбамазепин
4. Сальбутамол
5. Кеторолак
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7. Метопролол
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ВЭЖХ-МС/МС анализ

Расчёт р-valye
Log2 Fold Change

Интепретация 
результатов

Рисунок 2 – Зависимость изменения уровня BCAA (пмоль/особь) в эмбрионах Данио-рерио  
от концентрации исследуемых препаратов (µM). 

Примечание: желтым ромбом отмечено медианное значение, n.s. — p >0,05, * — p <0,05, ** — p <0,01, *** — p <0,001, **** — p <0,0001.
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Рисунок 3 – Зависимость отношения концентраций ADMA/аргинин у эмбрионов Данио-рерио  
от концентрации исследуемых препаратов (µM). 

Примечание: желтым ромбом отмечено медианное значение, n.s. — p >0,05, * — p <0,05, ** — p <0,01, *** — p <0,001, **** — p <0,0001.

Рисунок 4 – Зависимость отношения концентраций метионин-сульфоксид (MetSO4)/метионин  
в эмбрионах Данио-рерио от концентрации исследуемых препаратов (µM). 

Примечание: желтым ромбом отмечено медианное значение, n.s. — p >0,05, * — p <0,05, ** — p <0,01, *** — p <0,001, **** — p <0,0001.
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Рисунок 5 – Зависимость отношения концентраций (C16+C18)/C0 в эмбрионах Данио-рерио  
от концентрации исследуемых препаратов (µM). 

Примечание: Желтым ромбом отмечено медианное значение, n.s. — p >0,05, * — p <0,05, ** — p <0,01, *** — p <0,001, **** — p <0,0001.

Таблица 1 – Исследуемые вещества

Исследуемые 
вещества

Основные 
мишени / механизм действия

Основное проявление 
кардиотоксичности1 NOEC, µM Концентрации, µM

Ацетаминофен Ингибитор ЦОГ-1/2 Внезапная сердечная смерть 
(при передозировке) 300 150, 300, 600, 1500, 3000

Карбамазепин
Блокатор Na-каналов, 
усиление ГАМК-ергической 
передачи

Нарушения ритма сердца 4,2 2,1, 4,2, 8,4, 21, 42

Кеторолак 
трометамин Ингибитор ЦОГ-2 Сердечная недостаточность 

(хронически) 100 50, 100, 200, 500, 1000

Метопролол
(тартрат) β1-адреноблокатор Острый инфаркт миокарда 

(передозировка) 300 150, 300, 600, 1500, 3000

Бисопролол
(фумарат) β1-адреноблокатор Сердечная недостаточность  

(в высоких дозах) 300 150, 300, 600, 1500, 3000

Сальбутамол β2-адреномиметик Тахиаритмия (при 
передозировке) 1000 500, 1000, 2000, 5000, 10000

Цетиризина 
гидрохлорид

Блокатор H1-гистаминовых 
рецепторов Нет кардиотоксичности 5 2,5, 5, 10, 25, 50

Примечание: ЦОГ — циклооксигеназа; ГАМК — гамма-аминомасляная кислота

1 FDA’s Adverse Event Reporting System (FAERS). – [Электронный ресурс]. – Режим доступа: https://www.fda.gov/drugs/surveillance/fdas-
adverse-event-reporting-system-faers 
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Таблица 2 – Значения log2 FC для измеряемых метаболитов (экспериментальная группа vs контроль)  
под влиянием разных соединений, при инкубировании в концентрации 10×NOEC

Метаболит / Индекс Цетиризин Ацетаминофен Карбамазепин Сальбутамол Кеторолак Бисопролол Метопролол
Аминокислоты с разветвлённой цепью (ВСАА)

ВСАА (лейцин+ 
изолейцин + валин) –0,233 (0,080) 0,568 (0,016) 1,096 (0,006) 1,379 (0,001) 2,181 (0,001) 0,590 (<0,001) 0,887 (<0,001)
Σ (лейцин+изолейцин) –0,047 (0,732) 0,615 (0,030) 1,359 (0,001) 1,113 (0,005) 2,522 (0,003) 0,450 (0,002) 0,885 (<0,001)
изолейцин –0,216 (0,068) 0,521 (0,063) 0,753 (0,291) 1,694 (<0,001) 1,900 (0,012) 0,717 (0,001) 0,889 (<0,001)

Эндотелиальная дисфункция, NO–путь
Индекс Фишера –0,182 (0,080) –0,428 (0,021) –0,061 (0,841) 1,164 (0,006) 1,048 (0,013) –0,868 (0,003) –0,060 (0,145)
ADMA –0,264 (0,255) 0,892 (0,061) 2,943 (<0,001) –1,409 (<0,001) –0,002 (0,996) 1,318 (0,008) 0,608 (0,037)
ADMA/аргинин 0,280 (0,076) 0,821 (0,021) 1,273 (0,002) 0,418 (0,009) 1,204 (0,022) 0,141 (0,560) 0,357 (0,138)
Аргинин 0,013 (0,913) –0,246 (0,499) 1,637 (0,003) –1,832 (<0,01) –1,25 (0,012) 1,190 (<0,01) –1,137 (<0,01)
Цитруллин/аргинин 0,529 (0,029) 0,144 (0,533) –0,937 (<0,001) 1,655 (0,003) 1,245 (0,024) –0,929 (0,263) 0,313 (0,597)
Гомоаргинин/ADMA 0,214 (0,599) –0,803 (0,018) –0,878 (0,058) –0,390 (0,032) –0,518 (0,339) –0,279 (0,297) –0,514 (0<048)
Гомоаргинин/SDMA 0,575(0,161) 0,284 (0,381) 1,405 (0,150) –0,390 (0,018) –0,371 (0,380) 0,974 (0,003) –0,037 (0,615)
Гомоаргинин –0,090 (0,820) –0,252 (0,473) 1,191 (0,002) –1,809 (0,001) 0,549 (0,020) 0,977 (0,001) 0,060 (0,388)
SDMA –0,648 (0,013) 0,559 (0,058) 1,032 (0,249) –1,422 (0,007) –0,150 (0,565) 0,007 (0,828) 0,097 (<0,001)
GABR 0,006 (0,952) –0,260 (0,281) 0,780 (<0,001) –1,345 (0,001) –0,823 (0,068) 1,256 (<0,001) 0,578 (0,010)

Окислительный стресс
Метионин –0,842 (0,012) 0,500 (0,023) 0,825 (0,270) 0,207(–0,202) 0,556 (0,165) –0,017 (0,856) 0,759 (<0,001)
Метионин–сульфоксид –1,205 (0,001) –0,877 (0,055) –0,279 (0,403) –1,579 (<0,001) 0,927 (0,006) 0,700 (<0,001) 1,389 (0,001)
Метионин–сульфоксид 
/метионин –0,352 (0,102) –1,434 (0,002) 0,011 (0,963) –1,776 (<0,001) 0,474 (0,304) 0,727 (0,003) 0,631 (0,019)
Глутамин –0,998 (0,005) –0,661 (0,035) 0,280 (0,418) –0,733 (0,005) 0,038 (0,897) 1,502 (0,003) –0,875 (0,001)
Глутамат –0,441 (0,028) –0674 (0,037) 0,011 (0,963) –0,733 (0,005) 0,277 (0,453) 1,829 (0,016) –0,815 (0,002)
Глутамин/глутамат –0,569 (0,044) –0,027 (0,922) 0,213 (0,386) –1,662 (0,003) –0,192 (0,423) –0,176 (0,666) –0,060 (0,158
GSG –0,433 (0,222) –0,055 (0,466) –0,233 (0,542) 1,448 (0,007) 0,251 (0,013) 1,109 (0,043) 0,834 (0,025)
Таурин 0,094 (0,475) –0,321 (0,124) 0,017 (0,930) –0,339 (0,224) 0,644 (0,016) 0,056 (0,657) 0,693 (0,002)

Митохондриальная дисфункция
C0 0,454 (0,241) –0,735 (0,01) 0,080 (0,329) 0,442 (0,081) –0,394 (0,203) –1,243 (<0,01) –1,866 (<0,01)
C2 1,267 (0,049) –0,607 (0,064) 1,258 (0,004) 0,322 (0,226) 0,429 (0,030) 1,366 (0,133) 1,901 (<0,001)
(C2+C3)/C0 1,009 (0,015) –0,501 (0,090) 1,205 (0,001) 0,060 (0,830) 0,735 (0,007) 1,603 (0,076) 2,394 (<0,001)
C2/C0 1,510 (0,108) –0,748 (0,051) 1,347 (0,016) 0,623 (0,059) –0,003 (0,992) 1,154 (0,215) 1,304 (<0,001)
(C16+C18)/C0 0,164 (0,420) 0,826 (0,021) 1,438 (0,056) 0,327 (0,014) 0,282 (0,122) 3,809 (0,009) 1,268 (<0,01)

Обмен липидов
C18:1/C18 0,454 (0,241) –0,735 (0,01) 0,080 (0,329) 0,442 (0,081) –0,394 (0,203) –1,243 (<0,01) –1866 (<0,001)
(C16+C18:1)/C2 1,267 (0,049) –0,607 (0,064) 1,258 (0,004) 0,322 (0,226) 0,429 (0,030) 1,366 (0,133) 1,901 (<0,001)
C16/C0 1,009 (0,015) –0,501 (0,090) 1,205 (0,001) 0,060 (0,830) 0,735 (0,007) 1,603 (0,076) 2,394 (<0,001)
C18:1/C0 1,510 (0,108) –0,748 (0,051) 1,347 (0,016) 0,623 (0,059) –0,003 (0,992) 1,154 (0,215) 1,304 (<0,001)
Σ(ацилкарнитины)/C0 0,164 (0,420) 0,826 (0,021) 1,438 (0,056) –0,327 (0,014) –0,282 (0,122) 3,809 (0,009) –1,268 (<0,01)
C3/C2 0,637 (0,067) 0,372 (0,062) 0,115 (0,781) 0,263 (0,233) –0,188 (0,344) –0,463 (0,063) 0,355 (<0,001)
C4/C2 0,243 (0,290) –0,020 (0,958) 0,348 (0,228) 0,221 (0,160) –0,871 (0,002) –0,625 (0,008) 3,594 (<0,001)
C8/C10 –0,595 (0,082) –0,414 (0,075) 0,190 (0,684) 0,493 (0,139) 0,248 (0,423) 0,552 (0,373) –1,881 (0,331)
Σ(C2–C5) –0,446 (0,007) –0,022 (0,879) 0,381 (0,058) –0,406 (0,043) –0,001 (0,997) 1,367 (0,008) 1,095 (<0,001)
Σ(C6–C12) –0,295 (0,011) –1,731 (0,001) 0,295 (0,435) 0,138 (0,070) –0,023 (0,873) 0,023 (0,876) –0,120 (0,085)
Σ(C14–C18) 0,066 (0,247) –0,937 (0,005) 0,523 (0,029) 0,488 (<0,001) 0,137 (0,345) –0,352 (0,001) 1,547 (<0,001)

Ароматические аминокислоты
Фенилаланин –0,031 (0,633) 1,115 (<0,01) 1,157 (<0,01) 0,027 (0,887) 1,129 (<0,01) 0,559 (<0,01) 0,617 (<0,01)
Треонин –0,501 (0,011) 0.043 (0,816) –0,161 (0,232) –0,546 (0,022) –0,050 (0,855) 1,128 (<0,01) 2,561 (<0,01)
Триптофан –0,520 (0,047) 0,695 (0,015) 0,454 (0,623) 0,104 (0,443) 0,877 (0,026) 1,684 (<0,01) 1,032 (<0,001)
Тирозин 0,302 (0,120) 1,078 (0,021) 1,306 (<0,01) 0,429 (0,033) 1,287 (<0,01) 2,312 (<0,01) 1,364 (<0,01)
Тирозин/фенилаланин 
(Tyr/Phe) 0,340 (0,170) 0,025 (0,715) –0,025 (0,963) 0,149 (0,502) 0,105 (0,750) 1,758 (0,001) 0,738 (0,006)

Примечание: Данные представлены в виде log2 FC (p-value). Жирным выделены изменения с |log2FC| >1 при p <0,01.С0 — карнитин; 
С2 — ацетилкарнитин; С3 —  пропионилкарнитин; С4 —  бутирилкарнитин; С5 — изовалерилкарнитин; С6 — гексаноилкарнитин; С8 — 
октаноилкарнитин; С10 — деканоилкарнитин; С12 — додеканоилкарнитин; С14 — тетрадеканоилкарнитин; С16 — гексадеканоилкарнитин; 
С18 — стеароилкарнитин; С18:1 — линалеилилкарнитин.

DOI: 10.19163/2307-9266-2025-13-2-70-83
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Как видно из таблицы 3, наиболее значимая 
дисфункция митохондрий наблюдалась при действии 
β1-адреноблокаторов (бисопролол, метопролол) 
и кеторолака — эти препараты вызывали 
максимальное накопление ацилкарнитинов и 
связанных с ними показателей. В отношении ОС 
лидируют те же β1-адреноблокаторы (значительное 
повышение метионин-сульфоксида), несколько 
меньший вклад вносит кеторолак, тогда как 
ацетаминофен и сальбутамол практически не 
вызывали прооксидантных эффектов. Нарушение 
NO-сигнального пути наиболее выражено у 
карбамазепина (максимальное повышение ADMA) 
и β1-адреноблокаторов (значительное повышение 
ADMA при одновременном снижении аргинина); 
кеторолак, ацетаминофен и сальбутамол оказали 
умеренное влияние на этот путь. Таким образом, 
системный метаболомный анализ выявил комплекс 
взаимосвязанных механизмов КС у эмбрионов 
зебрафиш после воздействия препаратов. 
Накопление ADMA и ацилкарнитинов в сердечной 
ткани отражает энергетический дисбаланс. 

Адекватность модели
Использование эмбрионов зебрафиш для 

оценки кардиометаболических эффектов ЛС 
оправдано высокой консервативностью основных 
метаболических и сигнальных путей у рыб 
и млекопитающих. Несмотря на некоторые 
количественные различия (например, интенсивность 
окислительного метаболизма у эмбрионов рыб 
ниже, чем в сердце взрослых млекопитающих), 
качественные сдвиги в метаболомном профиле 
под воздействием токсикантов демонстрируют 
хорошую воспроизводимость закономерностей, 
известных у высших организмов. Наши данные 
согласуются с результатами других исследований. 
Так, ранее кардиотоксические эффекты связывали 
с повышением уровня BCAA и ароматических 
аминокислот, связанных с метаболической 
перегрузкой сердца [9, 35], а также с накоплением 
длинных ацилкарнитинов как предвестника 
развития дисфункции миокарда [36, 37]. Важно 
подчеркнуть, что зебрафиш как экспериментальная 
модель позволяет отслеживать эти изменения на 
ранних стадиях, еще до появления необратимых 

Таблица 3 – Относительный вклад исследуемых препаратов по трем критериям  
(митохондриальная дисфункция, оксидативный стресс, нарушение NO-сигнального пути)

Вещество Митохондриальная дисфункция Оксидативный стресс Нарушение NO-сигнального пути
Цетиризин – – –
Ацетаминофен + – +
Карбамазепин + – +++
Сальбутамол + – ++
Кеторолак +++ ++ ++
Бисопролол +++ +++ +++
Метопролол +++ +++ +++

Примечание: «+++» — максимальный, «++» — сильный, «+» — умеренный, «–« — отсутствие вклада.

морфологических нарушений, что открывает 
возможность их использования в скрининге 
кардиотоксичности новых соединений. 

Ограничения исследования
К ограничениям данного исследования можно 

отнести относительно короткое время экспозиции 
(4 ч), что имитирует острые эффекты, но не отражает 
возможные компенсаторно-приспособительные 
реакции при длительном воздействии. Например, 
при хроническом введении β-адреноблокаторов 
организм млекопитающих адаптируется за счет 
увеличения плотности β-рецепторов, улучшения 
коронарного кровотока, что смягчает метаболические 
сдвиги — у рыб аналогичные механизмы также могут 
снижать токсичность. Кроме того, использованные 
нами концентрации препаратов (до 10×NOEC) 
достаточно высоки для выявления сублетальных 
эффектов; в реальной клинической ситуации такие 
дозы соответствуют передозировкам. Однако  
именно в условиях передозировки проявляются 
механизмы токсичности «в чистом виде», что и 
требовалось продемонстрировать. Кроме того, 
мы не учитывали гендерные различия и влияние 
гормонального фона (эмбрионы до половой 
дифференцировки).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Исследование показало, что метаболомика 

эмбрионов Данио-рерио отразила эффекты 
кардиотоксичных препаратов, выявляя 
специфические изменения метаболических 
биомаркеров. В частности, для препаратов с 
риском аритмии (сальбутамол, карбамазепин) 
характерно накопление BCAA и дисбаланс  
NO/ADMA; для кардиодепрессантов (селективных 
β1-адреноблокаторов) — выраженная МД 
с накоплением ацилкарнитинов и ОС; для 
нестероидных противоспалительных препаратов 
(кеторолак) — сочетание умеренно выраженных 
энергетических и окислительных сдвигов. При 
этом ацетаминофен вызвал лишь незначительные 
метаболические изменения, а контрольный 
антигистаминный препарат цетиризин не влиял на 
рассматриваемые параметры, что подтверждает 
отсутствие кардиотоксичности в данной модели.
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