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ГЕПАТОПРОТЕКТОРНЫЕ СВОЙСТВА ПРОИЗВОДНЫХ ЦИАНОТИОАЦЕТАМИДА 
С АНАЛЬГЕТИЧЕСКОЙ АКТИВНОСТЬЮ ПРИ ОСТРОМ 
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Цель исследования: изучить влияние новых соединений из ряда дериватов цианотиоацетамида с анальгетической активностью на биохими-
ческие показатели крови крыс с острым парацетамоловым гепатитом (ОПГ).
Материал и методы: опыты осуществлялись на 80 белых беспородных половозрелых крысах мужского пола весом 250-300 г. 8 групп по 10 
животных были задействованы в опыте: интактная, контрольная, референтная (тиотриазолин в дозе 10 мг/кг) и пять опытных групп, которые 
в режиме профилактика/лечение получали оригинальные производные альфа-цианотиоацетамида с кодами Mar-014, Mar-037, Mar-075, d02-
123, TD-0331 в дозе 5 мг/кг. Экспериментально моделировался ОПГ введением парацетамола в дозе 1500 мг/кг в течение первых двух дней 
через час после введения соединений. На 5-й день производился забой животных с определением биохимических показателей в крови. 
Результаты: на основании сравнения полученных данных с таковыми значениями у крыс интактной группы установлено, что количество 
общего билирубина у крыс контрольной группы превышало интактные значения в 2,8 раза, а уровень прямого билирубина – в 2,5 раза. 
Показатель аланинаминотрансферазы был увеличен на 59,3%, аспартатаминотрансферазы – на 63,6%, уровень щёлочной фосфатазы – на 
91,5%. У референтной и всех опытных групп показатели общего и прямого билирубина были на уровне крыс интактной группы. В опытах на 
белых крысах при моделировании ОПГ установлены выраженные гепатопротекторные свойства синтезированных нами de novo образцов 
гетероциклических соединений с ранее установленной анальгетической и противовоспалительной активностью. Изученные биохимические 
показатели крови крыс с ОПГ свидетельствуют о том, что новые гетероциклические соединения с шифрами d02-123, Мar-014, Мar-075 и TD-
0331 способны предотвратить острое парацетамолоиндуцированное повреждение печени, не изменив значений биохимических маркёров 
функционирования печени, что косвенно свидетельствует о целостности гепатоцитов. Принимая во внимание результаты ранее проведён-
ных нами экспериментов о высокой анальгетической и противовоспалительной активности изучаемых образцов, превышающей таковые у 
анальгина, ибупрофена, индометацина и мелоксикама в десятки раз, установленные их гепатопротекторные свойства свидетельствуют о 
целесообразности дальнейших доклинических исследований.  
Заключение: среди новых гетероциклических соединений из ряда производных цианотиоацетамида гепатопротекторную активность показа-
ли образцы с шифром d02-123, Мar-014, Мar-075 и TD-0331. 
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Objective: To investigate the effects of novel cyanothioacetamide derivatives with analgesic activity on blood biochemical parameters in rats with acute 
paracetamol-induced hepatitis (APH).
Methods: The experiments were performed on 80 adult male outbred albino rats weighing 250-300 g. The animals were divided into eight groups of 
10 rats each: an intact group, a control group, a reference group receiving thiotriazolin at a dose of 10 mg/kg, and five experimental groups receiving 
original α-cyanothioacetamide derivatives coded Mar-014, Mar-037, Mar-075, d02-123, and TD-0331 at a dose of 5 mg/kg in a preventive/therapeutic 
regimen. APH was experimentally induced by administering paracetamol at 1,500 mg/kg during the first two days, one hour after administration of the 
test compounds. On day 5, the animals were euthanized, and blood biochemical parameters were determined.
Results: Compared with corresponding values in intact rats, total bilirubin in the control group was 2.8-fold higher, and direct bilirubin was 2.5 - fold higher. 
Alanine aminotransferase (ALT) activity increased by 59.3%, aspartate aminotransferase (AST) activity by 63.6%, and alkaline phosphatase (ALP) activity by 
91.5%. In the reference group and all experimental groups, total and direct bilirubin levels remained comparable to those of intact animals. Experiments in 
albino rats with experimentally induced APH demonstrated pronounced hepatoprotective properties of the de novo synthesized heterocyclic compounds 
that had previously been shown to possess analgesic and anti-inflammatory activity. Biochemical blood parameters in rats with APH indicate that the 
novel heterocyclic compounds coded d02-123, Mar-014, Mar-075, and TD-0331 prevented acute paracetamol-induced liver injury without significant 
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alterations in biochemical markers of liver function, indirectly indicating preservation of hepatocyte integrity. Given our previous studies showing that 
these compounds have analgesic and anti-inflammatory activity exceeding that of metamizole, ibuprofen, indomethacin, and meloxicam by several-fold 
to tens-fold, the hepatoprotective properties identified in the present study support further preclinical investigation.
Conclusion: Among the novel heterocyclic compounds belonging to the cyano-thioacetamide derivative series, compounds coded d02-123, Mar-014, 
Mar-075, and TD-0331 demonstrated hepatoprotective activity.
Keywords: Liver, hepatotoxicity, hepatoprotective agents, cyanothioacetamide, paracetamol-induced hepatitis.
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Введение
В организме постоянно образуется множество токсичных со-

единений (аммиак, фенол, индол, скатол, путресцин, кадаверин и 
другие), в основном вследствие активности гнилостных бактерий, 
обильно населяющих толстую кишку. Также через желудочно-ки-
шечный тракт в организм непрерывно поступает множество ксе-
нобиотиков, включая лекарственные препараты, пищевые краси-
тели, консерванты и пестициды. Печень является единственным 
органом, обладающим способностью нейтрализовать эти веще-
ства посредством своей детоксикационной функции [1]. 

Кроме того, ключевым аспектом является роль печени в 
хранении гликогена и гомеостазе глюкозы. Учитывая механизмы 
гликогенеза и гликогенолиза, печень действует как резервуар глю-
козы, модулируя уровень сахара в крови посредством синтеза и 
распада гликогена [2]. 

Большинство факторов свёртывания крови вырабатывается 
в печени. Поскольку печень является единственным органом, где 
эти факторы синтезируются, снижение их уровня может указывать 
на повреждение печени и нарушение функции синтеза белков [3].

Благодаря ферментам, находящимся в гепатоцитах печени, 
в организме происходят многообразные метаболические про-
цессы. Секреторные ферменты, такие как: псевдохолинэстера-
за, церулоплазмин, холинэстераза и некоторые антикоагулянты, 
синтезируются гепатоцитами и при нормальных условиях выде-
ляются в кровяное русло. Индикаторные ферменты отвечают за 
выполнение внутриклеточных функций. В норме часть из них (ала-
нинаминотрансфераза (АЛТ), аспартатаминотрансфераза (АСТ), 
лактатдигидрогеназа, альдолаза) в малых количествах постоянно 
присутствуют в крови, остальная часть выделяется только в случае 
глубокого повреждения печени [4]. 

В современном мире весьма остро стоит проблема поли-
прагмазии и самолечения. Парацетамол вызывает дозозави-
симый некроз гепатоцитов печени и входит в тройку лидеров в 
рейтинге лекарственных средств, используемых в целях самоу-
бийства [5]. Основным токсичным метаболитом парацетамола яв-
ляется N-ацетил-p-бензохинонимин (NAPQI), который образуется 
в печени вследствие воздействия ферментной системы цитохро-
ма Р-450. Истощение запасов глутатиона в печени происходит в 
результате острой передозировки. В результате NAPQI накаплива-
ется, вызывая некроз гепатоцитов [6]. 

На протяжении последних лет активно разрабатываются 
новые гетероциклические соединения из ряда производных ци-
анотиоацетамида в плане исследования их фармакологических 
свойств [7-10]. Зафиксировано, что одним из перспективных 
классов соединений с анальгетической активностью являются 
дериваты 1,4-дигидропиридинов из ряда производных α-ци-

Introduction
A wide variety of toxic compounds, including ammonia, 

phenol, indole, skatole, putrescine, cadaverine, and others, are 
continuously formed in the body, mainly due to the activity of 
putrefactive bacteria that abundantly colonize the large intestine. 
In addition, numerous xenobiotics continuously enter the body 
through the gastrointestinal tract, including medicinal products, 
food colorants, preservatives, and pesticides. The liver plays a 
central role in neutralizing and eliminating these substances 
through its detoxification function [1].

Another key liver function is glycogen storage and main-
tenance of glucose homeostasis. Through glycogenesis and gly-
cogenolysis, the liver serves as a glucose reservoir and regulates 
blood glucose concentrations by synthesizing and breaking down 
glycogen [2].

The liver synthesizes most blood coagulation factors. Be-
cause the liver is the principal site of their synthesis, decreased 
levels of these factors may indicate hepatic injury and impaired 
protein synthesis [3].

A wide range of metabolic processes are mediated by en-
zymes located in hepatocytes. Hepatocytes synthesize and nor-
mally release secretory enzymes and proteins, including pseu-
docholinesterase, ceruloplasmin, cholinesterase, and certain 
anticoagulant factors, into the bloodstream. Indicator enzymes 
perform intracellular functions. Under physiological conditions, 
some of them, including aspartate aminotransferase (AST), ala-
nine aminotransferase (ALT), lactate dehydrogenase, and aldo-
lase, are continuously present in the blood in small amounts. In 
contrast, others are released into the circulation primarily in cas-
es of severe hepatic injury [4].

Polypharmacy and self-medication represent import-
ant contemporary healthcare problems. Paracetamol causes 
dose-dependent hepatocellular necrosis and is among the most 
frequently used medications in intentional drug overdose [5]. 
The major toxic metabolite of paracetamol is N-acetyl-p-ben-
zoquinone imine (NAPQI), which is formed in the liver through 
metabolism by the cytochrome P450 enzyme system. Acute 
paracetamol overdose results in depletion of hepatic glutathione 
stores. Consequently, NAPQI accumulates and causes hepatocyte 
necrosis [6].

In recent years, researchers have actively developed and 
investigated novel heterocyclic compounds belonging to the 
class of cyanothioacetamide derivatives for their pharmacologi-
cal properties [7-10]. Derivatives of 1,4-dihydropyridines derived 
from α-cyanothioacetamide have been identified as a promising 
class of compounds with analgesic activity [11, 12]. Cyanothio-
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анотиоацетамида [11, 12]. Их циклические системы на основе 
цианотиоацетамида выгодно использовать в разработке новых 
лекарственных препаратов за счёт их легкодоступности и поли-
функциональности, а также наличия нескольких нуклео- и элек-
трофильных центров [13]. 

   В научной химической лаборатории «ХимЭкс» Луганского 
государственного университета им. Владимира Даля на данный 
момент было создано более 10 тысяч новых оригинальных про-
изводных α-цианотиоацетамида, синтез в данном направлении 
продолжается и в настоящее время [12]. В течение последних 10 
лет среди дериватов цианотиоацетамида нами были обнаруже-
ны потенциальные образцы с гепатопротекторными свойствами в 
опытах на белых крысах на можедях тетрахлорметанового, тетра-
циклинового, парацетамольно-алкогольного гепатитов [14, 15].   

Так, в ряде экспериментальных работ показана способность 
частично гидрированных пиридинов – соединений с шифрами 
CV047, CV146, СV043, а также производных 1,4-дигидропириди-
нов с шифрами d02-123, d02-172 при внутригастральном ежеднев-
ном введении  в течение 14 дней в дозе 5 мг/кг предотвращать 
формирование структурно-функциональных изменений печени в 
условиях моделируемых патологических состояний [16].   

Особенностью изучаемых соединений является их высокий 
профиль безопасности, т.е. низкая острая пероральная токсич-
ность (поскольку они относятся к 5-му классу – малотоксичные 
соединения LD₅₀  более 5000 мг/кг ) [17].

Цель исследования
Изучить влияние новых соединений из ряда дериватов ци-

анотиоацетамида с анальгетической активностью на биохимиче-
ские показатели крови крыс с острым парацетамоловым гепати-
том (ОПГ).

Материал и методы
Опыты осуществлялись в зимний период на 80 белых бес-

породных половозрелых крысах мужского пола весом 250-300 г. 
8 групп по 10 животных были задействованы в опыте: интактная, 
контрольная, референтная («Тиотриазолин», Озон ООО, Россия, 
в дозе 10 мг/кг) и пять опытных групп, крысы которых в режиме 
профилактика/лечение получали оригинальные производные 
альфа-цианотиоацетамида с кодами Mar-014, Mar-037, Mar-075, 
d02-123, TD-0331 в дозе 5 мг/кг. 

В экспериментальных условиях в лаборатории кафедры фун-
даментальной и клинической фармакологии Луганского государ-
ственного медицинского университета им. Святителя Луки произ-
водилось моделирование ОПГ с введением парацетамола в дозе 
1500 мг/кг в течение первых двух дней, через час после введения 
соединений. На 5-й день производился забой животных с опреде-
лением биохимических показателей в крови. Введение дозы 3000 
мг/кг парацетамола на протяжении 24 часов соответствует 50% 
LD₅₀  этого препарата.

Химические формулы изучаемых соединений производных 
α-цианотиоацетамида – дериватов 1,4-дигидропиридина и тиа-
диазина – приведены на рис. 1.

Физико-химические параметры, такие как липофильность 
(LogP), растворимость (LogS), молекулярная масса (MW), коли-
чество доноров и акцепторов водородной связи (H-Bond Donor/
Acceptor), а также количество вращающихся связей (Rotatable 
Bonds), играют ключевую роль в определении ADME-профиля со-
единения.

acetamide-based cyclic systems are particularly attractive for the 
development of novel pharmacological agents because of their 
accessibility and multifunctionality, as well as the presence of 
several nucleophilic and electrophilic centers [13].

To date, more than 10,000 novel original α-cyanothioacet-
amide derivatives have been synthesized at the KhimEx Scientific 
Chemical Laboratory of Vladimir Dahl Lugansk State University, 
and research in this field is ongoing [12]. Over the past 10 years, 
we have identified several cyanothioacetamide derivatives with 
potential hepatoprotective properties in experiments on albi-
no rats using models of carbon tetrachloride-, tetracycline-, and 
paracetamol/alcohol-induced liver injury [14, 15].

Several experimental studies have demonstrated that par-
tially hydrogenated pyridines coded CV047, CV146, and CV043, as 
well as 1,4-dihydropyridine derivatives coded d02-123 and d02-
172, administered intragastrically once daily at a dose of 5 mg/
kg for 14 days, were capable of preventing the development of 
structural and functional hepatic alterations under experimental-
ly induced pathological conditions [16].

An important characteristic of the compounds under in-
vestigation is their favorable safety profile, particularly their low 
acute oral toxicity. They belong to toxicity class 5, corresponding 
to compounds with low toxicity and an LD₅₀ exceeding 5,000 mg/
kg [17].

Purpose of the study
To investigate the effects of novel cyanothioacetamide de-

rivatives with analgesic activity on blood biochemical parameters 
in rats with acute paracetamol-induced hepatitis (APH).

Methods
The experiments were conducted during the winter season 

using 80 adult male outbred albino rats weighing 250-300 g. The 
animals were divided into eight groups of 10 rats each: an intact 
group, a control group, a reference group receiving thiotriazolin 
(Ozon LLC, Russia) at a dose of 10 mg/kg, and five experimental 
groups receiving original α-cyanothioacetamide derivatives cod-
ed Mar-014, Mar-037, Mar-075, d02-123, and TD-0331 at a dose 
of 5 mg/kg according to a preventive/therapeutic administration 
regimen.

APH was experimentally induced at the laboratory of the 
Department of Fundamental and Clinical Pharmacology, St. Luke 
Lugansk State Medical University, by administering paracetamol 
at a dose of 1,500 mg/kg during each of the first two days, one 
hour after administration of the test compounds. On day 5, the 
animals were euthanized, and blood samples were collected for 
biochemical analysis. A cumulative paracetamol dose of 3,000 
mg/kg administered over 24 hours corresponds to approximately 
50% of the LD₅₀  of the drug. 

The chemical structures of the investigated α-cyanothioac-
etamide derivatives, including 1,4-dihydropyridine and thiadia-
zine derivatives, are shown in Fig. 1.

Physicochemical parameters, including lipophilicity (LogP), 
aqueous solubility (LogS), molecular weight (MW), the number of 
hydrogen-bond donors and acceptors (HBD/HBA), and the num-
ber of rotatable bonds, play an important role in determining the 
ADME profile of a compound.

The LogP values of all investigated compounds ranged from 
3.51 to 4.22, indicating moderate lipophilicity. Their predicted 
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Значения LogP для всех соединений находятся в диапазо-
не от 3,51 до 4,22, что указывает на умеренную липофильность. 
Растворимость в воде, оцениваемая по LogS, является достаточно 
низкой (от −6,97 до −4,66), что может потенциально ограничивать 
абсорбцию соединений. Соединение TD-0331 демонстрирует 
наилучшую растворимость (LogS=−4,66) среди исследуемых об-
разцов.

Молекулярная масса: соединение TD-0331 имеет молеку-
лярную массу (435,57 Да), соответствующую критерию Липински 
(MW≤500 Да). 

 Водородные связи: все соединения соответствуют критерию 
Липински по количеству доноров водородной связи (HBD≤5). Ко-
личество акцепторов водородной связи (HBA) варьирует от 5 до 8, 
что также соответствует критерию Липински (HBA≤10).

 Соответствие правилу Липински: соединение TD-0331 пол-
ностью соответствует правилу Липински. Это позволяет предпо-
ложить, что данное соединение обладает более благоприятны-
ми фармакокинетическими свойствами по сравнению с другими 
исследуемыми соединениями. Соединения d02-123, Mar-014, 
Mar-037 и Mar-075 нарушают правило Липински по молекулярной 
массе (MW>500 Да).

Mar-014
ethyl 4-({[5-cyano-6-({2-[(3,5-dichlorophenyl)amino]-2-oxoethyl}thio)-
4-(2-furyl)-2-methyl-1,4-dihydropyridin-3-yl]carbonyl}amino)benzoate

d02-123
5-cyano-N-(2,4-dichlorophenyl)-4-(2-furyl)-2-methyl-6-[(2-oxo-2-

{[3-(trifluoromethyl)phenyl]amino}ethyl)thio]-1,4-dihydropyridine-3-
carboxamide

TD-0331
8-(4-ethoxy-3-methoxyphenyl)-6-oxo-3-phenyl-3,4,7,8-tetrahydro-

2H,6H-pyrido[2,1-b][1,3,5]thiadiazine-9-carbonitrile

Mar-075
ethyl 4-{[(5-cyano-4-(2-furyl)-6-{[2-(4-methoxyphenyl)-2-oxoethyl]thio}-

2-methyl-1,4-dihydropyridin-3-yl)carbonyl]amino}benzoate

Mar-037
ethyl 4-[({[3-cyano-5-({[4-(ethoxycarbonyl)phenyl]amino}carbonyl)-4-
(2-furyl)-6-methyl-1,4-dihydropyridin-2-yl]thio}acetyl)amino]benzoate

Рис. 1 Строение молекул изучаемых новых оригинальных 
производных цианотиоацетамида

Fig. 1 Molecular structures of the novel original cyanothioacetamide 
derivatives investigated in the study
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Постоянный контроль за животными всех групп был обе-
спечен. В лаборатории фиксировалось положение, поведение, 
потребление корма, воды, состояния шерстяного покрова. На пя-
тый день был произведён забор крови из бедренной вены. Стан-
дартными методиками на автоматическом анализаторе для био-
химического и иммунотурбидиметрического анализа «ВитаЛайн 
200» (Российская Федерация) и набора реактивов производства 
«Витал» (Российская Федерация) определялся уровень общего 
билирубина, прямого билирубина, АЛТ, АСТ и щёлочной фосфа-
тазы (ЩФ).

Этическое заявление. Исследования получили одобрение 
комиссии по биоэтике Луганского государственного медицинско-
го университета им. Святителя Луки (протокол № 6 от 01.11.2024).

Статистическая обработка осуществлялась непараметри-
ческим методом множественного сравнения Краскела-Уоллиса 
с post-hoc анализом по критерию Данна со степенью свободы 
df=7. С учётом поправки Бонферрони, уровень статистической 
значимости принимался как α=0,05/8=0,006. Расчёты проведены 
в онлайн-ресурсе https://www.statskingdom.com/kruskal-wallis-
calculator.html. 

Результаты
Данные биохимического анализа крови крыс с ОПГ на фоне 

фармакокоррекции новыми производными цианотиоацетамида, 
на основании которых проводилась статистическая обработка 
данных, представлены в табл. 1.  Животные контрольной группы с 
третьего дня эксперимента вели себя крайне заторможено, корма 
потребляли в два раза меньше. Трое животных из группы погибло. 
Количество общего билирубина у крыс с моделируемым ОПГ без 
фармакокоррекции превышало интактные значения в 2,8 раза; 
прямого билирубина – соответственно в 2,55 раза. Показатель 
АЛТ был увеличен на 59,3%, АСТ – на 63,6%, а уровень ЩФ – на 
91,5%. Это подтверждает тяжесть состояния животных, определя-
емую визуально.

Результаты статистической обработки с помощью непараме-
трического метода множественного сравнения Крускела-Уоллиса 
с критерием Данна представлены в табл. 2.

В крови крыс референтной и всех опытных групп показатели 
общего и прямого билирубина были на уровне крыс интактной 
группы.

Опытная группа крыс с лабораторным шифром Mar-037 про-
демонстрировала специфические результаты в сравнении с дру-
гими экспериментальными группами. В их крови зафиксировано 
снижение показателя общего билирубина – на 32,6% и прямого 
билирубина – на 54,8%, а также повышение активности АЛТ – на 
49,0%. Активность АСТ в сравнении с интактной группой была сни-
жена в опытных группах с шифром d02-123 – на 27,5%, а в группе с 
кодом Mar-014 – на 25,6%. 

  Лабораторные крысы опытных групп с введением иссле-
дуемых образцов производных цианотиоацетамида для фарма-
кокоррекции ОПГ отличались по внешнему виду и поведению от 
крыс контрольной группы. Среди них не было гибели, а вялости и 
медлительности в отношении двигательной активности не зафик-
сировано на протяжении всего эксперимента. Аппетит, масса тела 
крыс и количество потребляемой воды не изменились.

Обсуждение
Полученные нами результаты об отчётливо выраженном 

гепатотоксическом воздействии высоких доз парацетамола согла-

aqueous solubility, expressed as LogS, was relatively low, ranging 
from −6.97 to −4.66, which may potentially limit compound ab-
sorption. Among the investigated compounds, TD-0331 demon-
strated the highest predicted aqueous solubility (LogS =−4.66).

Regarding molecular weight, TD-0331 had a molecular 
weight of 435.57 Da and therefore met the Lipinski criterion of 
MW ≤500 Da.

All investigated compounds met the Lipinski criterion for 
hydrogen-bond donors (HBD ≤5). The number of hydrogen-bond 
acceptors ranged from 5 to 8 and also complied with the corre-
sponding Lipinski criterion (HBA ≤10).

Regarding compliance with Lipinski's Rule of Five, TD-0331 
fully satisfied the relevant criteria. This finding suggests that this 
compound may possess a more favorable pharmacokinetic pro-
file than the other investigated compounds. In contrast, d02-123, 
Mar-014, Mar-037, and Mar-075 violated the molecular-weight 
criterion of Lipinski's Rule of Five (MW >500 Da).

All animals were continuously monitored throughout the 
experiment. General posture, behavior, food and water intake, 
and coat condition were recorded. On day 5, blood samples were 
collected from the femoral vein. Serum levels of total bilirubin, 
direct bilirubin, ALT, AST, and alkaline phosphatase (ALP) were de-
termined using standard methods with a VitaLine 200 automated 
biochemical and immunoturbidimetric analyzer (Russian Federa-
tion) and reagent kits manufactured by Vital (Russian Federation).

Ethical statement. The study was approved by the Bioethics 
Committee of St. Luke Lugansk State Medical University (Protocol 
No. 6 dated November 1, 2024).

Statistical analysis. Statistical analysis was performed using 
the nonparametric Kruskal-Wallis multiple-comparison test fol-
lowed by Dunn's post hoc test, with 7 degrees of freedom (df=7). 
After Bonferroni correction, the threshold for statistical signifi-
cance was set at α=0.05/8=0.006. Calculations were performed 
using the online statistical resource StatsKingdom (https://www.
statskingdom.com/kruskal-wallis-calculator.html). 

Results
Table 1 presents the biochemical blood parameters of rats 

with APH injury receiving pharmacological correction with nov-
el cyanothioacetamide derivatives, which formed the basis for 
subsequent statistical analysis. Beginning on day 3 of the experi-
ment, animals in the control group exhibited marked lethargy and 
consumed approximately half as much food as usual. Three ani-
mals in this group died. In rats with experimentally induced acute 
paracetamol-induced liver injury that received no pharmacolog-
ical correction, the total bilirubin level was 2.8-fold higher than 
that in the intact group, while direct bilirubin was 2.55-fold high-
er. ALT activity increased by 59.3%, AST activity by 63.6%, and ALP 
activity by 91.5%. These biochemical changes were consistent 
with the severity of the animals’ condition observed clinically.

The results of statistical analysis using the nonparametric 
Kruskal-Wallis multiple-comparison test with Dunn’s post-hoc 
test are presented in Table 2.

In rats from the reference group and all experimental 
groups, total and direct bilirubin levels were generally compara-
ble to those observed in the intact group.

The experimental group receiving the compound coded 
Mar-037 demonstrated a distinctive biochemical profile com-
pared with the other experimental groups. Relative to the intact 
group, total bilirubin was reduced by 32.6% and direct bilirubin 
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by 54.8%, whereas ALT activity increased by 49.0%. Compared 
with the intact group, AST activity was reduced by 27.5% in the 
d02-123 group and by 25.6% in the Mar-014 group.

Rats in the experimental groups receiving cyanothioacet-
amide derivatives for pharmacological correction of APH differed 
markedly in appearance and behavior from animals in the control 
group. No deaths occurred in these groups, and no lethargy or 
slowing of motor activity was observed throughout the exper-
iment. Appetite, body weight, and water intake remained un-
changed.

Discussion
Our findings demonstrating the pronounced hepatotoxic 

effects of high-dose paracetamol are consistent with the results 
reported by other investigators and with well-established clinical 
observations [18, 19]. Paracetamol is among the medications fre-
quently involved in intentional overdose. In modern healthcare, 
the demand for and use of analgesic and antipyretic drugs remain 
high. Their over-the-counter availability and frequently uncon-

суются с работами ряда исследователей и широко известны в кли-
нической практике [18, 19]. Парацетамол входит в тройку «антили-
деров» в рейтинге лекарственных средств, используемых в целях 
самоубийства. В современном мире спрос и сбыт анальгетических 
и жаропонижающих средств достаточно велик. Безрецептурный и 
нередко бесконтрольный отпуск данных препаратов ещё больше 
повышает их доступность и усугубляет проблему возрастающей 
гепатотоксичности [20].   

В одном из исследований указано, что добавление фомепи-
зола (4-метилпиразола) рационально как вспомогательный метод 
лечения парацетамольной интоксикации, поскольку последний 
является конкурентным антагонистом алкогольдегидрогеназы 
и мощным ингибитором CYP2E1, основного изофермента метабо-
лизма ацетаминофена в NAPQI. Кроме этого, фомепизол ингиби-
рует путь N-концевой киназы c-Jun, ответственной за митохондри-
альную дисфункцию [21]. 

В другом исследовании обнаружен протекторный эффект 
Mito-TEMPO в условиях ацетаминофенового повреждения пече-
ни в  серии опытов на экспериментальных  мышах. Mito-TEMPO 

Таблица 1 Биохимические показатели крови крыс с ОПГ на фоне 
фармакокоррекции новыми производными цианотиоацетамида

Группы
Group

Показатели 
Parameter 

Общий билирубин
Total bilirubin

Прямой билирубин
Direct bilirubin

АЛТ
ALT

АСТ
AST

ЩФ
ALP

Группа 1
(интактная) Х1
Group 1 
(intact) X1

a=0.89
σ2=0.17
σ=0.42

V=50.47%

a=0.93
σ2=0.24
σ=0.49

V=56.63%

a=53.97
σ2=125.02
σ=11.18

V=22.15%

a=195.5
σ2=2.108.56

σ=45.91
V=25.11%

a=176.33
σ2=1,142.52

σ=33.80
V=20.49%

Группа 2
(контрольная) Х2
Group 2 
(control) X2

a=2.5
σ2=0.78
σ=0.88

V=36.82%

a=2.37
σ2=0.72
σ=0.84

V=38.23%

a=85.97
σ2=305.27
σ=17.47

V=21.73%

a=317.83
σ2=3,845.65

σ=62.01
V=20.86%

a=337.72
σ2=14.32
σ=3.784

V=10.72%

Группа 3
(тиотриазолин) Х3
Group 3 (thiotriazolin) X3

a=0.87
σ2=0.25
σ=0.50

V=61.74%

a=0.99
σ2=0.16
σ=0.40

V=43.25%

a=58.02
σ2=1.356
σ=36,82

V=67.84%

a=153.43
σ2=2.23
σ=47.23

V=32.91%

a=136.575
σ2=6.031
σ=77.66

V=60.79%
Группа 4
(d02-123) Х4
Group 4 
(d02-123) X4

a=1.02
σ2=0.30
σ=0.55

V=57.75%

a=0.73
σ2=0.43
σ=0.66

V=96.73%

a=56.17
σ2=260.38
σ=16.13

V=30.71%

a=141.8
σ2=813.4
σ=28.5

V=21.5%

a=197.35
σ2=1.97
σ=44.49

V=24.35%
Группа 5
(Mar-014) Х5
Group 5 
(Mar-014) X5

a=1.0
σ2=0.22
σ=0.47

V=47.39%

a=0.66
σ2=0.09
σ=0.30

V=49.71%

a=44.41
σ2=58.25
σ=7.63

V=18.37%

a=145.43
σ2=267.2
σ=16.34

V=12.02%

a=164.93
σ2=293.02
σ=17.11
V=11.1%

Группа 6
(Mar-075) Х6
Group 6 
(Mar-075) X6

a=1.3
σ2=0.27
σ=0.5

V=41.31%

a=0.7
σ2=0.50
σ=0.70

V=108.38%

a=60.18
σ2=2.11
σ=45.95

V=81.62%

a=146.5
σ2=1.94
σ=44.04

V=32.14%

a=151.65
σ2=2.147
σ=46.33

V=32.67%

Группа 7
(TD-0331) Х7
Group 7 
(TD-0331) X7

a=1.29
σ²=0.89
σ=0.94

V=78.28%

a=0.7
σ²=0.50
σ=0.70

V=76.4%

a=49.28
σ²=642.33
σ=25.34

V=54.97%

a=168.31
σ²=3.159
σ=56.20
V=35.7%

a=160.26
σ²=1.284
σ=35.84

V=23.91%
Группа 8
(Mar-037) Х8
Group 8 
(Mar-037) X8

a=0.60
σ2=0.11
σ=0.33

V=60.08%

a=0.42
σ2=0.18
σ=0.43

V=108.64%

a=80.43
σ2=718.76
σ=26.80

V=35.63%

a=220.85
σ2=1.526.95

σ=39.07
V=18.92%

a=173.06
σ2=4.093
σ=63.980
V=39.52%

Примечание: a – среднее арифметическое; σ2 – дисперсия; σ – среднеквадратичное отклонение; V – коэффициент вариации 
Note: a – arithmetic mean; σ² – variance; σ – standard deviation; V – coefficient of variation

Table 1 Biochemical blood parameters in rats with APH receiving 
pharmacological correction with novel cyanothioacetamide derivatives
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trolled use further increase access to these medications and ag-
gravate the problem of drug-induced hepatotoxicity [20].

One study suggested that the addition of fomepizole 
(4-methylpyrazole) may be useful as an adjunctive treatment for 
paracetamol poisoning. Fomepizole is a competitive inhibitor of 
alcohol dehydrogenase and a potent inhibitor of CYP2E1, one of 
the principal cytochrome P450 isoenzymes involved in the con-
version of acetaminophen to NAPQI. In addition, fomepizole in-
hibits the c-Jun N-terminal kinase pathway, which is implicated in 
mitochondrial dysfunction [21].

Another experimental study demonstrated a protective ef-
fect of Mito-TEMPO against acetaminophen-induced liver injury 
in mice. Mito-TEMPO substantially attenuated the increase in 
transaminase activity, mitochondrial oxidative stress, nitrotyro-
sine formation, hepatic DNA damage, and liver necroptosis [22].

Furthermore, several in vivo experimental studies in labora-
tory animals have demonstrated that metformin may exert hepa-
toprotective effects in acetaminophen overdose. Co-administra-

существенно ослаблял повышение уровня трансаминаз, окисли-
тельный стресс в митохондриях, образование нитротирозина, по-
вреждение ДНК в печени и некроптоз печени [22]. 

Кроме того, в отдельных клинических исследованиях, осу-
ществлённых на лабораторных животных in vivo установлено, что 
метформин оказывает протекцию печени при передозировке аце-
таминофена. Сочетание метформина с парацетамолом способны 
уменьшить окислительный стресс [23].

На предварительном этапе было проведено моделирова-
ние биоскрининга, что способствовало в дальнейшем целена-
правленно вывить отдельные производные цианотиоацетамида, 
обладающие гепатопротекторной активностью. Это позволило 
установить потенциальные биологические мишени для веществ с 
лабораторными кодами Mar-014, Mar-037, Mar-075, d02-123, TD-
0331. Они представлены на рис. 2.

Дериват 1,4-дигидропиридина с кодом Mar-037 потенци-
ально может взаимодействовать с аденозиновыми А2а и А1 

Таблица 2 Результаты статистической обработки с 
помощью непараметрического метода множественного 
сравнения Краскела-Уоллиса с критерием Данна

Пары
Pairwise 

comparison

Общий билирубин
Total bilirubin

Прямой билирубин
Direct bilirubin

АЛТ
ALT

АСТ
AST

ЩФ
ALP

р

X1-X2 <0.001 >0.006 >0.006 >0.006 =0.003
X1-X3 >0.006 >0.006 >0.006 >0.006 >0.006
X1-X4 >0.006 >0.006 >0.006 =0.005 >0.006
X1-X5 >0.006 >0.006 >0.006 >0.006 >0.006
X1-X6 =0.005 >0.006 >0.006 =0.005 >0.006
X1-X7 =0.004 >0.006 >0.006 >0.006 >0.006
X1-X8 <0.001 =0.004 =0.004 =0.003 =0.005
X2-X3 =0.002 =0.004 =0.005 <0.001 <0.001
X2-X4 =0.005 =0.005 >0.006 <0.001 >0.006
X2-X5 >0.006 >0.006 <0.001 <0.001 <0.001
X2-X6 >0.006 <0.001 =0.001 <0.001 <0.001
X2-X7 >0.006 >0.006 =0.004 =0.001 <0.001
X2-X8 <0.001 <0.001 >0.006 >0.006 =0.001

Примечание: р – статистическая значимость различий показателей между парами групп (по критерию Данна со степенью свободы df=7); уровень статистической 
значимости α=0,05/8=0,006 (согласно поправке Бонферрони), т.е. все значения, которые были больше 0,006 считались статистически незначимыми
Note: p indicates the statistical significance of differences between pairs of groups according to Dunn’s test (df=7). The statistical significance threshold was set at 
α=0.05/8=0.006 after Bonferroni correction; therefore, all p values greater than 0.006 were considered statistically non-significant

Table 2 Results of statistical analysis using the nonparametric 
Kruskal-Wallis multiple-comparison test with Dunn’s post-hoc test

Рис. 2 Потенциальные биологические 
мишени новых производных 
α-цианотиоацетамида
Fig. 2 Potential biological targets of the 
novel α-cyanothioacetamide derivatives
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рецепторами. Рецепторы A1 и A2а играют важную роль в энер-
гообеспечении клетки. Аденозин, как продукт метаболической 
трансформации АТФ, диффундирует из клетки и действует на 
местном уровне, активируя аденозиновые рецепторы.  При сти-
муляции A1 аденозиновых рецепторов снижается потребность 
клеток в кислороде, а при стимуляции аденозиновых рецепторов 
A2а происходит увеличение обеспечения кислородом тканей. 
Этот антигипоксантный эффект важен в условиях повреждения 
паренхимы печени при воздействии на организм гепатотропных 
ядов. Кроме этого, соединение Mar-037 имеет такие биомишени, 
как циклооксигеназа-2, арахидонат-5-липоксигеназа, фосфолипа-
за А2 и СB2-каннабиоидные рецепторы.  

Соединения под кодами Mar-014 и Mar-075, которые схожи 
по химическому строению с анестезином, с высокой вероятно-
стью могут влиять на арахидонат-5-липоксигеназу и циклоок-
сигеназу-2. Также в диапазоне биомишеней этих образцов есть 
коагуляционный фактор X и, в результате, потенциальная антико-
агулянтная активность. 

Гепатопротекторные свойства изучаемых нами новых биоло-
гически активных соединений могут быть результатом их потен-
циального влияния на HNF4α (ядерный фактор гепатоцитов 4α), 
что было нами установлено in silico. 

Высокая гепатопротекторная активность соединения из ряда 
тиадиазинов с кодом TD-0331 с Microtubule-associated protein пре-
допределяет его потенциальную способность в модулировании 
цитоскелетных взаимодействий,  наиболее важными из которых 
являются митотическая активность, дифференцировка и подвиж-
ность клеток (в том числе и регенерационная активность гепато-
цитов).

Ограничения исследования. Возможными ошибками в про-
ведённом эксперименте могут быть различия по массе крыс, кото-
рых взяли в опыт, в диапазоне 50 мг.

Заключение
В опытах на белых крысах при моделировании ОПГ уста-

новлены выраженные гепатопротекторные свойства синтезиро-
ванных нами de novo образцов гетероциклических соединений с 
ранее установленной анальгетической и противовоспалительной 
активностью. Изученные биохимические показатели крови крыс с 
ОПГ свидетельствуют о том, что новые гетероциклические соеди-
нения с шифрами d02-123, Мar-014, Мar-075 и TD-0331 способны 
предотвратить острое парацетамолоиндуцированное поврежде-
ние печени, не изменив значений биохимических маркёров функ-
ционирования печени, что косвенно свидетельствует о целостно-
сти гепатоцитов. 

Принимая во внимание результаты ранее проведённых 
нами экспериментов о высокой анальгетической и противовос-
палительной активности изучаемых образцов, превышающей 
таковые у анальгина, ибупрофена, индометацина и мелоксикама 
в десятки раз, установленные их гепатопротекторные свойства 
свидетельствуют о целесообразности дальнейших доклинических 
исследований.

Перспективами дальнейших исследований является запла-
нированное морфологическое исследование с анализом морфо-
метрических показателей печени крыс в условиях проводимого 
эксперимента.

tion of metformin and paracetamol has been shown to reduce 
oxidative stress [23].

At the preliminary stage of the study, in silico bioscreening 
was performed to facilitate the targeted identification of individ-
ual cyanothioacetamide derivatives with potential hepatoprotec-
tive activity. This approach made it possible to identify potential 
biological targets for compounds coded Mar-014, Mar-037, Mar-
075, d02-123, and TD-0331. These potential targets are present-
ed in Fig. 2.

The 1,4-dihydropyridine derivative coded Mar-037 may po-
tentially interact with adenosine A2A and A1 receptors. A1 and 
A2A receptors play an important role in cellular energy homeo-
stasis. Adenosine, which is generated during ATP metabolism, 
diffuses out of cells and acts locally through the activation of ade-
nosine receptors. Stimulation of A1 adenosine receptors reduces 
cellular oxygen demand, whereas stimulation of A2A adenosine 
receptors increases oxygen delivery to tissues. This antihypox-
ic effect may be particularly important in conditions associated 
with hepatic parenchymal injury caused by hepatotoxic agents. In 
addition, potential biological targets of Mar-037 include cycloox-
ygenase-2, arachidonate 5-lipoxygenase, phospholipase A2, and 
cannabinoid CB2 receptors.

Compounds Mar-014 and Mar-075, which are structurally 
similar to benzocaine, are highly likely to affect arachidonate 5-li-
poxygenase and cyclooxygenase-2. Their predicted target profiles 
also include coagulation factor X, suggesting the possibility of an-
ticoagulant activity.

The hepatoprotective properties of the novel biologically ac-
tive compounds investigated in the present study may also be as-
sociated with their potential effects on hepatocyte nuclear factor 
4 alpha (HNF4α), as suggested by our in silico analysis.

The pronounced hepatoprotective activity of the thiadiazine 
derivative TD-0331 may also be related to its predicted interac-
tion with microtubule-associated proteins. Such interactions may 
contribute to modulation of cytoskeletal processes involved in 
mitotic activity, cell differentiation, and cell motility, including re-
generative processes in hepatocytes.

Study limitations. A potential limitation of the experiment 
was variability in the body weight of the rats included in the study 
within the specified weight range.

Conclusion
Experiments in albino rats with experimentally induced APH 

demonstrated pronounced hepatoprotective properties of the 
de novo synthesized heterocyclic compounds that had previously 
been shown to possess analgesic and anti-inflammatory activity. 
The biochemical blood parameters obtained in rats with parac-
etamol-induced liver injury indicate that the novel heterocyclic 
compounds coded d02-123, Mar-014, Mar-075, and TD-0331 
were able to prevent acute paracetamol-induced hepatic injury 
while maintaining biochemical markers of liver function at levels 
comparable to those of intact animals, indirectly suggesting pres-
ervation of hepatocyte integrity.

Considering the results of our previous experiments demon-
strating pronounced analgesic and anti-inflammatory activity of 
the investigated compounds, reportedly exceeding that of met-
amizole, ibuprofen, indomethacin, and meloxicam by several-fold 
to several tens of fold, the hepatoprotective properties identified 
in the present study support the rationale for further preclinical 
investigation. Future studies are planned to include morpholog-
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