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Резюме
Введение. 3-(2-бутил-5-хлоро-1Н-имидазол-4-ил)-N-[4-метокси-3-(трифторметил)фенил]-4,5-дигидро-1,2-оксазол-5-
карбоксамид (R004) является новой перспективной молекулой для терапии ревматоидного артрита. Данное соединение 
находится на стадии доклинического исследования, в ходе которого вместе с эффективностью и безопасностью 
необходимо изучить его фармакокинетику. При этом необходимо установить основные фармакокинетические параметры 
лекарственного средства и его метаболитов в плазме крови при однократном введении.
Цель. Оценка линейности фармакокинетики и относительной биодоступности 3-(2-бутил-5-хлоро-1Н-имидазол-4-ил)-N-
[4-метокси-3-(трифторметил)фенил]-4,5-дигидро-1,2-оксазол-5-карбоксамида после однократного введения субстанции 
крысам.
Материалы и методы. Субстанцию R004 вводили крысам однократно перорально в дозировках 10 мг/кг, 20 мг/кг и  
40 мг/кг и внутрибрюшинно в дозировке 10 мг/кг. Исследование проводилось на 24 крысах линии Wistar: по 6 крыс  
на каждую из дозировок. Образцы крови отбирались до введения и через 30 мин, 1 ч, 1 ч 30 мин, 2 ч, 3 ч, 4 ч, 6 ч, 8 ч, 10 ч,  
12 ч, 24 ч после введения лекарственного средства. Полученная плазма стабилизировалась 250 мМ раствором  
ацетата аммония для предотвращения гидролиза R004. Подготовку проб плазмы осуществляли путем осаждения белков 
ацетонитрильным раствором внутренних стандартов. Измерение концентрации R004 и его метаболитов 3-(2-бутил-5-
хлоро-1Н-имидазол-4-ил)-4,5-дигидро-1,2-оксазол-5-карбоновой кислоты (М1) и 4-метокси-3-(трифторметил)анилина  
(M2) проводили с помощью ВЭЖХ-МС/МС. При оценке фармакокинетических параметров применялся некомпартментный 
подход.
Результаты и обсуждение. Разработанная биоаналитическая методика прошла полную валидацию согласно  
требованиям руководств ЕАЭС по проведению исследований биоэквивалентности и ICH M10. Аналитический диапазон 
определения в плазме R004 составил 2–2000 нг/мл, М1 и М2 – 1–1000 нг/мл. Зависимость параметров Cmax и AUC0–t  
изучаемого соединения и его метаболитов от введенной дозы носила линейный характер. Так, величина коэффициента 
корреляции Cmax R004 составил 0,9995, а параметра AUC0–t – 0,9932. Установлено наличие энтерогепатической  
рециркуляции R004. Величина относительной биодоступности R004 составила 21,26 %. 
Заключение. Разработанная методика успешно применена для фармакокинетического исследования. R004 и его 
метаболиты обладают линейной фармакокинетикой при пероральном введении субстанции. 

Ключевые слова: производное 4,5-дигидроизоксазол-5-карбоксамида, ингибитор PAR-2-рецепторов, ВЭЖХ-МС/МС,  
плазма, фармакокинетика, стабилизация, крысы
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Abstract
Introduction. 3-(2-butyl-5-chloro-1H-imidazole-4-yl)-N-[4-methoxy-3-(trifluoromethyl)phenyl]-4,5-dihydro-1,2-oxazole-5-
carboxamide (R004) is a prospective new molecule for the treatment of rheumatoid arthritis. This compound is at the stage  
of preclinical research, during which its pharmacokinetics must be studied along with efficacy and safety. In this case, it is  
necessary to establish the main pharmacokinetic parameters of the drug and its metabolites in blood plasma after a single 
administration.
Aim. Evaluation of linearity of pharmacokinetics and relative bioavailability of 3-(2-butyl-5-chloro-1H-imidazole-4-yl)-N-[4-
methoxy-3-(trifluoromethyl)phenyl]-4,5-dihydro-1,2-oxazole-5-carboxamide and its main metabolites in plasma after a single 
administration of the substance to rats.
Materials and methods. Substance R004 was administered to rats once orally at dosages of 10 mg/kg, 20 mg/kg and  
40 mg/kg and intraperitoneally at a dosage of 10 mg/kg. The study was carried out using 24 Wistar rats: 6 rats were used for  
each of the dosage. Blood samples were collected before administration and 30 min, 1 h, 1 h, 30 min, 2 h, 3 h, 4 h, 6 h, 8 h,  
10 h, 12 h, 24 h after administration of the drug. The obtained plasma was stabilized with a 250 mM ammonium acetate  
solution to prevent hydrolysis of R004. Plasma samples were prepared by means proteins precipitation by acetonitrile solution 
of internal standards. Measurement of the concentration of R004 and its metabolites 3-(2-butyl-5-chloro-1H-imidazole-4-yl)-4,5-
dihydro-1,2-oxazole-5-carboxylic acid (M1) and 4-methoxy-3-(trifluoromethyl)aniline (M2) was performed using HPLC-MS/MS.  
A non-compartment approach was applied for evaluation pharmacokinetic parameters. 
Results and discussion. The developed bioanalytical method has been fully validated in accordance with the requirements  
of the EAEU guideline for conducting bioequivalence study and ICH M10 guideline. The analytical range of determination in  
plasma of R004 was 2–2000 ng/ml, M1 and M2 – 1–1000 ng/ml. The dependence of the parameters Cmax and AUC0–t of the  
studied compound and its metabolites on the administered dose was linear. Thus, the value of the correlation coefficient  
of Cmax R004 was 0.9995, and value of the correlation coefficient of AUC0–t was 0.9991. The presence of enterohepatic  
recirculation R004 has been determined. The relative bioavailability of R004 was 21.26 %.
Conclusion. The developed method was successfully applied for the pharmacokinetic research. R004 and its metabolites  
have linear pharmacokinetics in case of oral administration.

Keywords: 4.5-dihydroisoxazol-5-carboxamide derivative, PAR-2 receptor inhibitor, HPLC-MS/MS, plasma, pharmacokinetics, 
stabilization, rats
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ВВЕДЕНИЕ
Ревматоидный артрит (РА) является достаточно 

распространенным заболеванием, от которого стра- 
дает до 1,0 % населения. Риск развития РА увели-
чивается с возрастом [1]. Одной из перспективных 
мишеней для лечения РА является ингибирование 
PAR-2-рецепторов, локализованных на мембранах 
клеток иммунной системы. Для данных целей наряду  
с моноклональными антителами применяются низ-
комолекулярные соединения [2, 3]. 3-(2-бутил-5-хло-
ро-1Н-имидазол-4-ил)-N-[4-метокси-3-(трифторметил)
фенил]-4,5-дигидро-1,2-оксазол-5-карбоксамид (R004) 
(рисунок  1) является новым селективным ингибито-
ром PAR-2-рецепторов. Данный препарат проявлял 
свою фармакологическую активность на модели оте- 
ка, вызванного формальдегидом. Так, по своему про-
тивовоспалительному эффекту R004 превзошел дик- 
лофенак натрия [4].

В ходе изучения биотрансформации установле- 
но, что R004 метаболизируется путем гидролиза с  
образованием 3-(2-бутил-5-хлоро-1Н-имидазол-4-ил)- 
4,5-дигидро-1,2-оксазол-5-карбоновой кислоты (М1); 
4-метокси-3-(трифторметил)анилина (M2) (см. рису-
нок  1)  [5]. Других фармакокинетических исследова- 
ний данной молекулы ранее не проводилось. На сле-
дующем этапе необходимо оценить основные фар- 
макокинетические параметры R004 и его метаболи- 
тов в плазме крови после однократного введения, 
проверить гипотезу их линейности [6]. Наиболее  
часто для этих целей используют крыс [7–9].

Биоаналитическая методика, использованная для 
скрининга метаболитов R004, слишком длительна и  
не предназначена для количественного определе-
ния  [5]. Поэтому требуется разработка новой, более 
быстрой и точной методики. В рамках доклиническо-

го исследования требуется оценка фармакокинети- 
ческих параметров лекарственного средства как ми-
нимум на двух видах животных [6], один из которых  
не относится к грызунам. Как правило, для этих це- 
лей используются кролики [10, 11]. Поэтому новая  
биоаналитическая методика будет разработана для 
плазмы обоих видов животных.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Оборудование и реактивы

Количественное определение R004 и его мета- 
болитов проводилось с помощью ВЭЖХ-МС/МС-сис- 
темы, оснащенной жидкостным хроматографом 1260 
Infinity (Agilent Technologies, Германия) и масс-спект- 
рометрическим детектором AB SCIEX QTRAP5500  
(AB Sciex Pte. Ltd., Сингапур), с программным обеспе- 
чением Analyst 1.6.2 (AB Sciex, США) для управле-
ния прибором и MultiQuant 3.0.5 (AB Sciex, США) для 
интегрирования хроматограмм и количественных 
расчетов. 

Субстанции 3-(2-бутил-5-хлоро-1Н-имидазол-4-ил)- 
N-[4-метокси-3-(трифторметил)фенил]-4,5-дигидро- 
1,2-оксазол-5-карбоксамида (99,2 %), 3-(2-бутил-5-хло- 
ро-1Н-имидазол-4-ил)-4,5-дигидро-1,2-оксазол-5- 
карбоновой кислоты (99,3 %), а также 3-(2-бутил-5-хло-
ро-1Н-имидазол-4-ил)-N-[3,4-диметилфенил]-4,5-ди- 
гидро-1,2-оксазол-5-карбоксамида (R002) (98,5 %  – 
внутренний стандарт) произведены в Центре транс- 
фера фармацевтических технологий им.  М. В.  До-
рогова ЯГПУ им. К. Д. Ушинского. Образцы 4-меток-
си-3-(трифторметил)анилина (99,0 %, Alfa Aesar, США) 
и 4-хлоранилина (4CA) [≥98 % (внутренний стандарт), 
ALPHA  CHEMIKA, Индия] получены из коммерческих 
источников.
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Для приготовления подвижной фазы и подготов- 
ки проб использовались следующие реактивы:

 9 ацетонитрил, класс «Optima™ LC/MS-Grade» (для 
ВЭЖХ-МС, Fisher Chemicals, Бельгия) – элюент В;

 9 ацетонитрил (о.с.ч., ООО ТД «ХИММЕД», Россия)  – 
для подготовки проб;

 9 муравьиная кислота, класс «eluent additive for  
LC-MS» (для ВЭЖХ-МС, Scharlab, Китай);

 9 ацетат аммония (класс «для ВЭЖХ», High Purity 
Laboratory Chemicals Pvt. Ltd., Индия);

 9 уксусная кислота ледяная (х.ч., АО «База № 1 Хим-
реактивов», Россия);

 9 диметилсульфоксид (х.ч., АО «ЭКОС-1», Россия). 

Подготовка проб плазмы

Содержание R004, М1 и М2 в основных растворах  
в ДМСО составляло 1000 мкг/мл. Приготовление ка- 
либровочных образцов (К1–К8), образцов контроля  
качества нижнего (LQC), среднего (MQC) и верхне-
го (HQC) уровней концентраций и образцов для тес- 
та разведения (Dil) осуществлялось путем добавле-
ния комбинированного рабочего раствора аналитов  
с концентрацией, которая в 20 раз превышает кон- 
центрацию в соответствующем образце (таблица 1),  
к холостому образцу плазмы в объемном соотноше-
нии 1 : 19 (раб. раствор : плазма). Далее образец не-

Рисунок 1. Структурные формулы 3-(2-бутил-5-хлоро-1Н-имидазол-4-ил)-N-[4-метокси-3-(трифторметил)фенил]- 
4,5-дигидро-1,2-оксазол-5-карбоксамида (R004), его основных метаболитов 3-(2-бутил-5-хлоро-1Н-имидазол- 
4-ил)-4,5-дигидро-1,2-оксазол-5-карбоновой кислоты (М1), 4-метокси-3-(трифторметил)анилина и внутренних 
стандартов R002 и 4-хлораналина (4СA)

Figure 1. The structure of 3-(2-butyl-5-chloro-1H-imidazole-4-yl)-N-[4-methoxy-3-(trifluoromethyl)phenyl]-4,5-dihydro-
1,2-oxazole-5-carboxamide, its metabolites 3-(2-butyl-5-chloro-1H-imidazole-4-yl)-4,5-dihydro-1,2-oxazole-5-carboxylic 
acid (M1), 4-methoxy-3-(trifluoromethyl)aniline (М2) and internal standards R002 and 4-chloraniline (4CA)
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медленно стабилизировали путем добавления 250  мМ 
раствора ацетата аммония (рН = 4,0) из расчета 20  мкл 
раствора на 100 мкл К3ЭДТА-плазмы.

Таблица 1. Концентрации 3-(2-бутил-5-хлоро-1Н- 
имидазол-4-ил)-N-[4-метокси-3-(трифторметил) 
фенил]-4,5-дигидро-1,2-оксазол-5-карбоксамида  
и его метаболитов в калибровочных образцах  
и образцах контроля качества

Table 1. Concentrations of 3-(2-butyl-5-chloro-1H- 
imidazole-4-yl)-N-[4-methoxy-3-(trifluoromethyl) 
phenyl]-4,5-dihydro-1,2-oxazole-5-carboxamide  
and its metabolites in calibration and QC samples

Аналит
Analyte

Концентрация, нг/мл
Concentration, ng/ml

Калибровочные образцы
Calibration samples

K1 
(LLOQ) K2 K3 K4 K5 K6 K7 K8

R004 2 10 50 200 500 1000 1500 2000

M1 1 5 25 100 250 500 750 1000

M2 1 5 25 100 250 500 750 1000

Образцы контроля качества
Quality control samples

LQC MQC HQC Dil

R004 6 750 1750 3500

M1 3 375 875 1750

M2 3 375 875 1750

Для подготовки проб к 25 мкл стабилизирован- 
ной плазмы добавлялось 100 мкл ацетонитрильного  
раствора внутренних стандартов R002 и 4CA c кон- 
центрациями обоих соединений 40 нг/мл. Затем  
смесь перемешивали на шейкере и центрифугирова- 
ли 5 мин при 10 тыс. об/мин. Надосадочная жидкость 
переносилась в микровставки и вводилась в ВЭЖХ-
МС/МС-систему в объеме 7 мкл.

Параметры хроматографического  
разделения и масс-спектрометрического  
детектирования

Хроматографическое разделение проводилось на 
хроматографической колонке Zorbax Eclipse Plus C18 
(150 × 3,0 мм, 3,5 мкм) с предколонкой Zorbax Eclipse 
Plus C18 (12,5 × 2,1 мм, 5,0 мкм) при скорости потока 
0,5  мл/мин и температуре 40 °С в градиентном режи- 
ме (таблица 2). 

Масс-спектрометрическое детектирование осу-
ществлялось в MRM-режиме (таблица 3) в следующих 
условиях:

 9 электрораспылительная ионизация;
 9 полярность – положительная;
 9 напряжение электроспрея – 5500 В;
 9 температура источника ионов – 650 °С.

Таблица 2. Условия градиентного элюирования

Table 2. Gradient elution conditions

Время, мин
Time, min А, % В, %

0,00 60 40

0,50 60 40

3,00 10 90

8,50 10 90

8,60 60 40

12,50 60 40

Примечание. 0,2%-й водный р-р муравьиной кислоты – 
А; ацетонитрил – В.

Note. 0,2 % aqueous formic acid solution – A; acetonit- 
rile – B.

Таблица 3. Параметры масс-спектрометрического  
детектирования определяемых веществ

Table 3. Parameters of mass spectrometric detection  
of studied compounds

Вещества
Compounds

SRM-переход
SRM-transition

Тип SRM-перехода
Type  

of SRM-transitionQ1 Q3

Аналиты
Analytes

R004
445 425

Количественный 
Quantitative

445 200
Контрольный 
Control

M1
272 200

Количественный 
Quantitative

272 144
Контрольный 
Control

M2
192 108

Количественный 
Quantitative

192 123
Контрольный 
Control

Внутренние 
стандарты
Internal 
standards

R002 375 226
ВС для R004 
IS for R004

4CA
128 93

ВС для M1 
IS for M1

128 75
ВС для M2 
IS for M2

Примечание. Количественные SRM-переходы ис-
пользовались для количественных расчетов; контрольные 
SRM-переходы использовались для подтверждения кор-
ректности идентификации.

Note. Quantitative SRM-transitions were used for quantita-
tive calculations; control SRM transitions were used to confirm 
the correctness of identification.

В качестве внутреннего стандарта для определе-
ния R004 использовался близкий по структуре кан-
дидат R002. Для расчетов концентрации метаболитов 
применялся 4CA: более интенсивный MRM-переход 
128 → 93 m/z – для М1; менее интенсивный MRM-пе- 
реход 128 → 75 m/z – для М2.
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Валидация биоаналитической методики 

Валидация разработанной методики была выпол-
нена согласно требованиям Решения Совета ЕЭК от 
3 ноября 2016 г. № 851 и руководства ICH M102 по сле-
дующим показателям: селективности; калибровоч-
ной кривой; правильности и прецизионности внут- 
ри аналитического цикла (по 2 серии на образцах 
биоматериала крысы и кролика) и между анали-
тическими циклами; эффекту разведения образца  
(2-кратное разведение); эффекту матрицы [расчет  
относительного стандартного отклонения (RSD) нор-
мализованного фактора матрицы (NMF)]; эффекту пе-
реноса анализируемых веществ и внутренних стан-
дартов из предыдущей пробы; воспроизводимости 
при повторном вводе аналитической серии. Селек-
тивность и матричные эффекты оценивались отдель-
но на плазме крысы и на плазме кролика. В процес- 
се валидации были изучены следующие виды ста-
бильности: краткосрочная стабильность (STS) (стаби-
лизированная плазма); долгосрочная стабильность 
(LTS) (стабилизированная плазма); стабильность пос- 
ле 3  циклов заморозки/разморозки (FTS) (стабили-
зированная плазма); стабильность приготовленных 
проб в автодозаторе (ASS); стабильность в цельной 
крови. Исследование LTS также проводилось на плаз-
ме обоих видов животных.

Дизайн фармакокинетического  
исследования

Субстанцию R004 в виде суспензии (1%-й твин-80 
в 0,9%-м растворе натрия хлорида) лекарственного 
средства вводили перорально (п/о) с помощью зон-
да в дозировках 10 мг/кг, 20 мг/кг и 40 мг/кг, а так- 
же внутрибрюшинно (в/б) в дозировке 10 мг/кг.  
Испытание с каждой дозировкой выполнялось на 
отдельной группе крыс линии Wistar (питомник  
ООО «СМК Стезар»), включающей в себя 6 особей  
(по 3 самца и 3 самки). Масса животных в группах  
(M ± SEM) составляла 256 ± 2  г (10 мг/кг – п/о), 249 ± 
2 г (20 мг/кг – п/о), 249 ± 3 г (40 мг/кг – п/о), 269 ± 3 г 
(10  мг/кг – в/б). Для предотвращения влияния пищи  
на абсорбцию R004 исследование проводилось на  
голодный желудок: крыс не кормили за 12 ч до вве- 
дения и не поили за 2  ч до введения субстанции.  
Доступ к корму и воде был возобновлен спустя 4  ч 
после начала эксперимента.

1 Решение Совета Евразийской экономической комиссии 
от 03.11.2016 № 85 «Об утверждении Правил проведения 
исследований биоэквивалентности лекарственных препа- 
ратов в рамках Евразийского экономического союза».  
Доступно по: https://www.consultant.ru/document/cons_doc_
LAW_207405/ Ссылка активна на 16.07.2024.

2 ICH guideline M10 on bioanalytical method validation and 
study sample analysis. Available at: https://www.ema.europa.eu/
en/documents/scientific-guideline/ich-guideline-m10-bioana-
lytical-method-validation-step-5_en.pdf. Accessed: 16.07.2024.

Отбор проб крови в объеме 0,2 мл (антикоагу-
лянт: К3ЭДТА) осуществляли через предваритель-
но установленный в правую яремную вену катетер.  
Использовались следующие временные точки: 0  ч 
(до введения), 30 мин, 1 ч, 1 ч 30 мин, 2 ч, 3 ч, 4 ч, 6 ч, 
8  ч, 10  ч, 12  ч, 24 ч после введения. Кровь немедлен- 
но центрифугировали 5 мин при 2500 об/мин и  
температуре 4 °С. К полученной плазме добавляли 
250  мМ раствор ацетата аммония (рН = 4,0) в объем-
ном соотношении 1 : 5 (стабилизатор : плазма). Образ-
цы хранились в морозильной камере при температу- 
ре не выше –70 °С.

Статистические расчеты

Для R004, а также его метаболитов были рассчи-
таны следующие фармакокинетические параметры 
в плазме крови крысы: максимальная концентрация 
аналита в плазме (Cmax); время достижения макси-
мальной концентрации аналита в плазме (Tmax); пло-
щадь под фармакокинетической кривой от момента 
введения ЛС до времени последнего отбора крови 
(AUC0–t); площадь под фармакокинетической кривой 
от момента введения ЛС до бесконечности (AUC0–∞); 
период полувыведения аналита (Т1/2); среднее вре-
мя удержания аналита в крови (среднее резидент-
ное время, MRT); клиренс (Сl/F); объем распределе-
ния (Vd/F). 

Для расчета фармакокинетических параметров  
использовался пакет R, ver. 3.3.2 (модуль Bear, ver. 
2.7.7), для расчета элементов описательной статисти- 
ки (среднее значение (M), стандартное отклонение 
(SD), относительное стандартное отклонение (RSD), 
стандартная ошибка среднего (SEM), медиана (Med), 
минимальное (Min) и максимальное (Max) значение); 
для проверки гипотезы линейности Cmax и AUC0–t ис-
пользовалось ПО Statsoft Statistica 10.0.1011.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
На начальном этапе исследования была разра- 

ботана и валидирована ВЭЖХ-МС/МС-методика. Для 
предотвращения гидролиза R004 после отбора к 
75  мкл К3ЭДТА-плазмы добавлялось 15 мкл 250  мМ 
раствора ацетата аммония (рН = 4,0) в объемном со- 
отношении 1 : 5, как и при изучении биотрансформа-
ции [5]. Требуемой чувствительности удалось дос- 
тичь с помощью осаждения белков плазмы ацето- 
нитрильным раствором внутренних стандартов. 

Площадь хроматографических пиков R004 в хо-
лостых образцах крысы не превышала 5,93 % от пло-
щади хроматографических пиков в образцах LLOQ,  
в холостых образцах кролика – 3,95 % площади хро- 
матографических пиков в образцах LLOQ. В обла-
сти времени удерживания M1, M2, а также внутрен-
них стандартов R002 и 4СА аналитический сигнал 
отсутствовал в интактной плазме обоих видов живот- 
ных (рисунок  2) Также в рамках оценки селективно-
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сти изучалась возможность повторного образования 
R004 из М1 и М2 после отбора. Для этого 3  образца 
стабилизированной плазмы крысы и 3 образца плаз-
мы кролика с концентрациями М1 и М2 на уровне  
HQC выдерживали 24  ч при комнатной температуре.  
Площадь хроматографического пика R004 в испыту-
емых образцах составляла 0,00–4,95 % от площади 
хроматографических пиков в образцах LLOQ, что не 
превышало максимально допустимые 20 %. Калибро- 

вочные зависимости носили линейный характер в  
диапазоне 2–2000 нг/мл для R004 и в диапазоне 1– 
1000 нг/мл для М1 и М2. Угловые коэффициенты гра-
дуировочных кривых, построенных на плазме крысы  
и кролика, имеют близкие значения (таблица 4).

Оценка матричных эффектов проводилась так-
же на образцах обоих видов животных. Величина RSD 
нормализованного фактора матрицы (NMF) была ме-
нее 15 % для каждого аналита, что соответствовало 

Рисунок 2. Пример хроматограммы холостого образца плазмы (А) и хроматограммы калибровочного образ- 
ца К4 (В).
Примечание. R004 – tR = 6,36 мин; М1 – tR = 2,86 мин; М2 – tR = 2,86 мин; R002 – tR = 6.41 мин; 4CA – tR = 3,20 мин

Figure 2. Example of chromatogram of a blank plasma sample (A) and chromatogram of a K4 calibration sample (B).
Note. R004 – tR = 6.36 min; М1 – tR = 2.86 min; М2 – tR = 2.86 min; R002 – tR = 6.41 min; 4CA – tR=3.20 min

Доклинические и клинические исследования
Preclinical and clinical study



245РАЗРАБОТКА И РЕГИСТРАЦИЯ ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВ. 2024. Т. 13, № 4
DRUG DEVELOPMENT & REGISTRATION. 2024. V. 13, No. 4

установленным требованиям1, 2 (таблица 5). Расхожде-
ние абсолютных значений NMF между пробами крыс  
и кроликов для R004, M1 и M2 также не превышало 
15 % (таблица 5).

Таблица 5. Оценка эффекта матрицы методики  
определения 5-(2-бутил-5-хлоро-1Н-имидазол- 
4-ил)-N-[4-метокси-3-(трифторметил)фенил]- 
4,5-дигидро-1,2-оксазол-5-карбоксамида  
и его метаболитов в плазме

Table 5. Evaluation of matrix effect of the method  
of determination of 5-(2-butyl-5-chloro-1H-imidazole- 
4-yl)-N-[4-methoxy-3-(trifluoromethyl)phenyl]- 
4,5-dihydro-1,2-oxazole-5-carboxamide  
and its metabolites in plasma

А
на

ли
т

A
na

ly
te

Ко
нц

ен
тр

ац
ия

Co
nc

en
tr

at
io

n

Плазма крысы
Rat plasma

Плазма кролика 
Rabbit plasma

N
M

F

RS
D

 (N
M

F)
, %

N
M

F

RS
D

 (N
M

F)
, %

R004
LQC 1,034 2,81 1,019 3,93
HQC 0,994 3,43 1,008 2,87

M1
LQC 0,845 2,24 0,887 10,98
HQC 0,830 5,31 0,878 4,66

M2
LQC 1,003 6,14 0,972 8,30
HQC 0,978 2,95 0,987 4,32

Величина среднего значения относительной по-
грешности (δ) на уровнях концентрации LQC, MQC, 
HQC при определении R004 варьировала в диапа- 
зоне 0,44–11,35 %, при определении M1 – в диапа- 
зоне –2,23–10,41 %, при определении M2 – в диапа- 

1 Решение Совета Евразийской экономической комиссии 
от 03.11.2016 № 85 «Об утверждении Правил проведения 
исследований биоэквивалентности лекарственных препа- 
ратов в рамках Евразийского экономического союза».  
Доступно по: https://www.consultant.ru/document/cons_doc_
LAW_207405/ Ссылка активна на 16.07.2024. 

2 ICH guideline M10 on bioanalytical method validation and 
study sample analysis. Available at: https://www.ema.europa.eu/
en/documents/scientific-guideline/ich-guideline-m10-bioana-
lytical-method-validation-step-5_en.pdf. Accessed: 16.07.2024.

зоне –0,76–8,33 %. Данные результаты входили в до- 
пустимый интервал ±15 %. Значение δ на уровне 
нижнего предела количественного определения для  
R004 не превышало 12,61 %, для М1 – 8,40 %, для  
М2  – 15,60 % (таблица 6). Это укладывалось в уста-
новленный предел ±20 %3, 4. Величина RSD рассчи-
танных концентраций на уровнях LQC, MQC, HQC для 
R004 составила 1,20–5,95 %, для M1 – 2,70–6,84 %, 
для M2 – 1,98–10,03 %. Для образцов LLOQ значе-
ние RSD при определении R004 находилось в диа- 
пазоне 4,78–12,61%, при определении М1 – в диа-
пазоне 3,89–15,90 %, при определении М2 – в диа-
пазоне 3,43–9,55 % (таблица 6). Таким образом, ре-
зультаты оценки внутрисерийной прецизионности 
соответствовали установленным требованиям5, 6. От-
сутствие различий при испытаниях селективности, 
эффекта матрицы, градуировочной кривой (схожесть 
типа регрессии и величины угловых коэффициентов 
калибровочных зависимостей) позволило объеди-
нить данные 4 аналитических серий, проведенных  
на плазме крыс и на плазме кроликов, для под-
тверждения межсерийной правильности и прецизи-
онности (см. таблицу 6). При двукратном разведении 
образцов стабилизированной плазмы среднее зна- 
чение относительной погрешности определения 

3 Решение Совета Евразийской экономической комиссии 
от 03.11.2016 № 85 «Об утверждении Правил проведения 
исследований биоэквивалентности лекарственных препа- 
ратов в рамках Евразийского экономического союза».  
Доступно по: https://www.consultant.ru/document/cons_doc_
LAW_207405/ Ссылка активна на 16.07.2024.

4 ICH guideline M10 on bioanalytical method validation and 
study sample analysis. Available at: https://www.ema.europa.eu/
en/documents/scientific-guideline/ich-guideline-m10-bioana-
lytical-method-validation-step-5_en.pdf. Accessed: 16.07.2024.

5 Решение Совета Евразийской экономической комиссии 
от 03.11.2016 № 85 «Об утверждении Правил проведения 
исследований биоэквивалентности лекарственных препа- 
ратов в рамках Евразийского экономического союза».  
Доступно по: https://www.consultant.ru/document/cons_doc_
LAW_207405/ Ссылка активна на 16.07.2024.

6 ICH guideline M10 on bioanalytical method validation and 
study sample analysis. Available at: https://www.ema.europa.eu/
en/documents/scientific-guideline/ich-guideline-m10-bioana-
lytical-method-validation-step-5_en.pdf. Accessed: 16.07.2024.

Таблица 4. Результаты оценки линейности методики

Table 4. The results of evaluation of linearity of the method

Аналит
Analyte

Аналитический 
диапазон, нг/мл
Analytical range, 

ng/ml

Весовой 
коэффициент

Weighting

Угловые коэффициенты 
калибровочных кривых  

(мин. – макс.)
Slopes of calibration curves  

(min. – max.)

Свободные коэффициенты 
калибровочных кривых  

(мин. – макс.)
Intercepts of calibration curves  

(min. – max.)
Крыса (n = 7)

Rat (n = 7)
Кролик (n = 3
Rabbit (n = 3)

Крыса (n = 7)
Rat (n = 7)

Кролик (n = 3
Rabbit (n = 3)

R004 2–2000 1/x2 0,00174–0,00200 0,00182–0,00193 0,00069–0,00187 0,00051–0,00190
M1 1–1000 1/x 0,00375–0,00431 0,00380–0,00415 0,00051–0,00152 0,00071–0,00122
M2 1–1000 1/x 0,00322–0,00375 0,00354–0,00381 0,00082–0,00210 0,00112–0,00196

Доклинические и клинические исследования
Preclinical and clinical study
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R004 составило 3,82 %, М1 – 4,08 %, М2  – 8,65 %, что 
отвечает критериям приемлемости1, 2. Величина RSD 
при этом не превышала 6,43 %. Перенос R004 из 
предыдущей пробы не превышал 13,83 % от площа-
ди хроматографического пика в пробах LLOQ, а пе-
ренос близкого по структуре R002 (ВС) – 0,18 %. По-
падания М1, М2 и 4СА в последующий образец не 
наблюдалось.

1 Решение Совета Евразийской экономической комиссии 
от 03.11.2016 № 85 «Об утверждении Правил проведения 
исследований биоэквивалентности лекарственных препа- 
ратов в рамках Евразийского экономического союза».  
Доступно по: https://www.consultant.ru/document/cons_doc_
LAW_207405/ Ссылка активна на 16.07.2024.

2 ICH guideline M10 on bioanalytical method validation and 
study sample analysis. Available at: https://www.ema.europa.eu/
en/documents/scientific-guideline/ich-guideline-m10-bioana-
lytical-method-validation-step-5_en.pdf. Accessed: 16.07.2024.

Испытания STS, FTS и ASS проводили на стаби-
лизированной плазме крыс ввиду положительных 
результатов при подборе антикоагулянта и раство-
ра стабилизатора [5] с целью оптимизации объема 
валидационных испытаний. R004 и его метаболиты 
остаются стабильными в течение 24 ч хранения при 
комнатной температуре, 3 циклов заморозки и раз-
морозки, 48  ч хранения готовых проб в автосемпле- 
ре, а также 30  мин хранения образцов цельной кро-
ви на ледяной бане (таблица 7). Изучение LTS осу-
ществляли на плазме крыс и кроликов. Межвидовые 
различия в активности ферментных систем не по-
влияли на стабильность аналитов (таблица 7). Вос-
производимость результатов при повторном вводе 
аналитической серии спустя 48  ч также сохраняется 
(см. таблицу 6).

После успешной валидации биоаналитической  
методики проводился анализ проб плазмы крыс. Все- 
го было проанализировано 288 образцов. 

Таблица 6. Результаты оценки правильности и прецизионности методики определения  
3-(2-бутил-5-хлоро-1Н-имидазол-4-ил)-N-[4-метокси-3-(трифторметил)фенил]-4,5-дигидро- 
1,2-оксазол-5-карбоксамида и его метаболитов в плазме

Table 6. The results of evaluation of accuracy and precision of the method of determination  
of 3-(2-butyl-5-chloro-1H-imidazole-4-yl)-N-[4-methoxy-3-(trifluoromethyl)phenyl]-4,5-dihydro- 
1,2-oxazole-5-carboxamide and its metabolites in plasma

Испытание
Test

Концентрация
Concentration

R004 M1 M2
δ, % RSD, % δ, % RSD,% δ, % RSD,%

Внутрисерийная пра-
вильность и прецизи-
онность 
Intraday accuracy and 
precision

Серия 1 (n = 6)
Batch 1 (n = 6)

LLOQ 4,37 9,08 –3,12 12,89 7,45 6,46
LQC 10,37 1,20 1,58 6,84 8,33 4,07
MQC 8,25 5,51 6,36 6,16 6,69 4,85
HQC 11,35 1,52 10,41 2,70 7,72 1,98

Серия 2 (n = 6)
Batch 2 (n = 6)

LLOQ 0,63 12,61 –3,80 15,90 15,60 3,43
LQC 5,06 3,59 0,21 6,77 6,47 4,40
MQC 3,90 5,51 4,30 5,78 5,81 6,49
HQC 8,72 3,47 9,66 3,08 5,67 2,49

Серия 3 (n = 6)
Batch 3 (n = 6)

LLOQ 13,16 4,78 8,40 3,89 –1,80 9,55
LQC 9,11 4,20 9,18 3,77 6,43 7,01
MQC 0,44 3,37 2,38 3,22 0,76 4,21
HQC 3,07 4,29 8,19 5,19 4,56 2,38

Серия 4 (n = 6)
Batch 4 (n = 6)

LLOQ 4,03 7,42 –0,60 12,03 –1,55 9,43
LQC 3,71 5,09 5,08 2,71 5,52 10,03
MQC 0,44 5,95 –2,23 3,40 2,42 3,59
HQC 5,93 2,06 2,07 5,29 5,24 2,92

Межсерийная правильность и прецизион-
ность (n = 24)
Interday accuracy and precision (n = 24)

LLOQ 5,55 9,29 0,22 11,99 4,93 9,81
LQC 7,06 4,38 4,01 5,97 6,69 6,39
MQC 3,26 5,80 2,70 5,55 3,92 5,19
HQC 7,18 4,86 7,58 4,99 5,80 2,56

Воспроизводимость при повторном вводе 
серии (48 ч) (n = 6)
Reinjection reproducibility (48 h) (n = 6)

LLOQ 2,38 9,68 8,90 5,05 5,27 5,29
LQC 5,58 6,63 8,47 5,61 5,67 5,66
MQC –5,63 3,77 –2,78 3,48 1,78 2,46
HQC –2,41 3,91 4,99 6,06 5,40 3,65

Примечание. Серии 1 и 2 выполнены на плазме крысы, серии 3 и 4 выполнены на плазме кролика; в рамках серий 2 и 4 
выполнялось изучение селективности методики. 

Note. Series 1 and 2 were performed on rat plasma, series 3 and 4 were performed on rabbit plasma; selectivity of the method 
was studied within series 2 and 4.

Доклинические и клинические исследования
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На фармакокинетических профилях R004 после 
перорального введения наблюдается два пика на-
растания концентрации: через 0,5–1 ч после введе- 
ния и около 4 часов (рисунок 3). При этом у части  
животных Cmax достигается в начальных точках, а у  
другой части – в точке 4 ч. Это обуславливает высо-
кие величины RSD времени достижения максималь-
ной концентрации после приема дозы 10 и 20  мг/кг.  
После приема самой высокой дозы 40 мг/кг Tmax  
R004 у всех животных составляет 0,5 ч (таблица 8).  
На фармакокинетической кривой изучаемого соеди-
нения после внутрибрюшинной инъекции также от-
мечается прирост его концентрации в точках 4–6  ч 
(рисунок 3). Это свидетельствует о наличии энтеро- 
гепатической рециркуляции действующего вещества. 
Зависимость параметра Cmax и AUC0–t от введенной  
дозы носила линейный характер: величина коэффи- 
циентов корреляции 0,9995 и 0,9932 соответственно 
(рисунок 4). Относительная биодоступность субстан-
ции R004 составила 21,26 %.

Таблица 7. Изучение стабильности 5-(2-бутил-5-хлоро-1Н-имидазол-4-ил)-N-[4-метокси-3-(трифторметил)фенил]- 
4,5-дигидро-1,2-оксазол-5-карбоксамида и его метаболитов в плазме

Table 7. Stability study of 5-(2-butyl-5-chloro-1H-imidazole-4-yl)-N-[4-methoxy-3-(trifluoromethyl)phenyl]- 
4,5-dihydro-1,2-oxazole-5-carboxamide and its metabolites in plasma

Испытание
Test

% отклонения от номинального значения
% of deviation from nominal value

R004 M1 M2
LQC

(n = 6)
HQC 

(n = 6)
LQC 

(n = 6)
HQC 

(n = 6)
LQC 

(n = 6)
HQC 

(n = 6)
Краткосрочная стабильность при комнатной темпера-
туре (24 ч)
Short-term stability at room temperature (24 h)

8,29 4,12 5,06 3,43 3,56 0,51

Стабильность после 3 циклов заморозки (12 ч) и раз-
морозки (4 ч)
Stability after 3 cycles of freeze (12 h) and thaw (4h)

3,45 4,14 6,81 2,83 –0,68 0,67

Стабильность в автосемплере (48 ч при +4 °С)
Autosampler stability (48 h at +4 °С)

7,12 3,24 4,44 4,80 –0,21 3,23

Долгосрочная стабильность в мо-
розильной камере (не выше –70  °С, 
30 дней)
Long-term stability at freezer (no hig- 
her than –70 °С, 30 days)

Плазма крысы
Rat plasma

12,03 –1,26 5,56 0,05 3,77 10,17

Плазма кролика
Rabbit plasma

5,31 2,08 2,16 –1,53 0,21 1,33

Стабильность в цельной крови (30 мин)
Stability in whole blood (30 min)

5,54 1,24 0,57 0,22 –0,09 3,20

Рисунок 3. Усредненные фармакокинетические кривые 
(со стандартной ошибкой среднего) 5-(2-бутил-5-хло-
ро-1Н-имидазол-4-ил)-N-[4-метокси-3-(трифторметил)
фенил]-4,5-дигидро-1,2-оксазол-5-карбоксамида и его  
метаболитов в плазме крови крысы

Figure 3. Averaged pharmacokinetic curves (with standard 
error of mean) of 5-(2-butyl-5-chloro-1H-imidazole-4-yl)-
N-[4-methoxy-3-(trifluoromethyl)phenyl]-4,5-dihydro-1,2-
oxazole-5-carboxamide and its metabolites in rat blood 
plasma

Доклинические и клинические исследования
Preclinical and clinical study
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Для основных метаболитов М1 и М2 также ха- 
рактерно наличие двух периодов нарастания кон- 
центрации, как и для действующего вещества. По-
сле введения дозы 40 мг/кг Tmax M1 смещена к началь- 
ным точкам фармакокинетической кривой, как и у 
R004, а Tmax M2 достигается в районе 3,75 ± 0,73 ч.  
Величина параметров Cmax и AUC0–t M1 и М2 изменя- 
ется линейно при увеличении дозы (см. рисунок 4). 

Таким образом, 5-(2-бутил-5-хлоро-1Н-имидазол-
4-ил)-N-[4-метокси-3-(трифторметил)фенил]-4,5-ди-
гидро-1,2-оксазол-5-карбоксамид и его метаболиты 
обладают линейной фармакокинетикой. Это позво-
ляет использовать один уровень дозы R004 в экспе-
рименте с многократным введением субстанции, а 
также хронической токсичности. Наличие энтероге-
патической рециркуляции указывает на высокую ли-
пофильность изучаемого соединения и позволяет 
спрогнозировать высокие концентрации данного со- 
единения в органах и тканях при исследовании рас-
пределения, а также в желчи и фекалиях при иссле- 
довании экскреции.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Разработанная биоаналитическая методика опре- 

деления R004 и его метаболитов в плазме была ва-
лидирована согласно требованиям руководств ЕАЭС  
по проведению исследований биоэквивалентности  
и ICH M10. Предпринятые меры по стабилизации  

позволили предотвратить гидролиз R004 после про-
боотбора и обеспечили достоверность полученных  
данных. R004, а также его метаболиты обладают  
линейной фармакокинетикой в диапазоне доз от  
10 мг/кг до 40 мг/кг. Так, коэффициенты корреляции 
параметров Cmax и AUC0 → t данных соединений пре- 
вышают 0,9. Относительная биодоступность суб-
станции изучаемого лекарственного средства при 
внутрижелудочном введении по сравнению с внут- 
рибрюшинной инъекцией составила 21,26 %. В даль-
нейшем планируется изучение фармакокинетики го-
товой лекарственной формы R004 на кроликах с ис-
пользованием разработанной методики.
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