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Резюме
Введение. Новый селективный ингибитор PAR-2-рецепторов, 3-(2-бутил-5-хлоро-1Н-имидазол-4-ил)-N-[4-метокси-3-
(трифторметил)фенил]-4,5-дигидро-1,2-оксазол-5-карбоксамид (R004), находится на стадии доклинического исследования. 
Изучение экскреции R004 и его метаболитов ранее не проводилось.
Цель. Изучение экскреции R004 и его метаболитов с мочой и калом после однократного перорального и внутрибрюшинного 
введения субстанции.
Материалы и методы. Исследование проводилось на 2 группах крыс линии Wistar по 6 особей. Первой группе 
субстанция R004 вводилась перорально в дозировке 10 мг/кг, второй группе – внутрибрюшинно в дозировке 10  мг/кг. 
Забор биоматериала проводился с помощью метаболических клеток. Пробы мочи отбирались до введения препарата 
и в промежутки 0–4, 4–8, 8–12, 12–24, 24–48, 48–72, 72–96, 96–120 ч после введения. Пробы фекалий отбирались до 
введения препарата и в промежутки 0–12, 12–24, 24–48, 48–72, 72–96, 96–120 ч. Анализ образцов проводился с помощью  
ВЭЖХ-МС/МС. 
Результаты и обсуждение. Аналитический диапазон методики определения R004 и 4-метокси-3-(трифторметил)-анилина 
(М2) в моче составил 5–2000 нг/мл, а 3-(2-бутил-5-хлоро-1Н-имидазол-4-ил)-4,5-дигидро-1,2-оксазол-5-карбоновой кислоты 
(М1) – 100–40 000 нг/мл. В фекалиях концентрации R004 измеряли в диапазоне 0,5–500,0 мкг/г, M1 – 4–4000 нг/г, М2 – 40– 
40 000  нг/г. Основная часть лекарственного средства и метаболитов выводится в течение 48 ч после введения. Полная 
элиминация достигается спустя 96 ч. R004 экскретируется в неизменном виде только с фекалиями: 94,83 ± 0,78 % при 
пероральном введении и 57,63 ± 0,66 % при внутрибюшинном введении (М + m). Метаболит М1 выводится преимущественно 
ренальным путем, метаболит М2 – преимущественно через кишечник.
Заключение. Биоаналитические методики определения R004, М1 и M2 в моче и кале были успешно валидированы.  
Большая часть R004 экскретируется в неизмененном виде энтеральным путем. М1 выводится преимущественно с мочой, 
М2 – с фекалиями.

Ключевые слова: ингибитор PAR-2-рецепторов, ВЭЖХ-МС/МС, валидация, фармакокинетика, экскреция, моча, фекалии, 
крысы
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Abstract
Introduction. The new selective inhibitor of PAR-2 receptors, 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 at the stage of preclinical trail. The excretion of R004  
and its metabolites has not been studied before.
Aim. Investigation of excretion of R004 and its metabolites in urine and feces after a single oral and intraperitoneal administration  
of substance.
Materials and methods. The study was carried out on 2 groups of 6 Wistar rats. The R004 substance was administered orally  
to the first group at a dosage of 10 mg/kg, to the second group intraperitoneally at a dosage of 10 mg/kg. Biomaterial sampling  
was carried out with using metabolic cages. Urine was collected before administration of the drug and in the intervals of 0–4,  
4–8, 8–12, 12–24, 24–48, 48–72, 72–96, 96–120 h after administration. Feces were collected before administration of the drug  
and in the intervals of 0–12, 12–24, 24–48, 48–72, 72–96, 96–120 h. The samples were analyzed using HPLC-MS/MS.
Results and discussion. The analytical range of the urine quantification method for R004 and 4-methoxy-3-(trifluoromethyl)
aniline (М2) was 5–2000 ng/ml, and 3-(2-butyl-5-chloro-1H-imidazole-4-yl)-4,5-dihydro-1,2-oxazole-5-carboxylic acid (M1)  – 
100–40 000 ng/ml. In feces concentrations of R004 were measured in the range of 0.5–500.0 µg/g, M1 – 4–4000 ng/g, M2 – 40–
40 000  ng/g. The main part of the drug and metabolites was excreted within 48 h after administration. Complete elimination  
was achieved after 96 h. R004 is excreted unchanged only with feces: 94.83 ± 0.78 % after oral administration and 67.04 ± 0.59 %  
after intraperitoneal administration (M + m). The metabolite M1 is mainly excreted by renal route, the metabolite M2 is mainly 
excreted through intestine.
Conclusion. Bioanalytical methods for determination of R004, M1 and M2 in urine and feces have been successfully validated.  
Most part of the R004 is eliminated unchanged by enteric route. M1 is excreted mainly in urine, M2 – mainly in feces.
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ВВЕДЕНИЕ
Новое фармакологически активное соединение 

3-(2-бутил-5-хлоро-1Н-имидазол-4-ил)-N-[4-метокси-3-
(трифторметил)фенил]-4,5-дигидро-1,2-оксазол-5-кар-
боксамид (R004) (рисунок 1) находится на стадии 
доклинического исследования. Данная молекула яв-
ляется низкомолекулярным селективным ингибито-
ром PAR-2-рецепторов и предназначена для терапии 
ревматоидного артрита. Фармакологическая актив-
ность R004 показана на модели формальдегидинду-
цированного отека на крысах [1]. Его противовоспа-
лительный эффект выше, чем у других производных 
4,5-дигидро-1,2-оксазол-5-карбоксамида и диклофе- 
нака натрия [1].

В ходе биотрансформации изучаемого соедине- 
ния образуется два продукта гидролиза: 3-(2-бутил- 
5-хлоро-1Н-имидазол-4-ил)-4,5-дигидро-1,2-оксазол- 
5-карбоновая кислота (М1) и 4-метокси-3-(трифторме-
тил)анилин (M2) [2] (рисунок 1). Данные метаболиты, 
а также действующее вещество обладают линейной 
фармакокинетикой при пероральном введении кры-
сам в диапазоне доз 10–40 мг/кг [3]. 

Изучение ренальной и внеренальной экскреции 
R004 ранее не проводилось. Исследование проб мо-
чи при этом обязательно для расчета количества ле-
карственного средства (ЛС) и его метаболитов, выве- 
денных через почки. При оценке внеренального пу- 
ти возможно ограничиться анализом образцов кала,  
как в работах M. P. M. Letertre с соавторами [4], S. Šturm 
с соавторами [5], C. Ma с соавторами [6], J. Qiu с со-
авторами [7], C. H. Song с соавторами [8]. Для данных  
целей необходимо адаптировать биоаналитическую 
методику, использованную для определения R004, 
M1 и М2 в пробах плазмы животных [3]. Наиболее  
часто изучение экскреции проводят на том же виде 
животного, что и изучение системной экспозиции и  
распределения [6–8]. Поэтому данная работа будет 
выполнена на крысах.

В ходе исследования биотрансформации, которое 
проводилось с помощью внутрибрюшинной инъек- 
ции суспензии R004, в пробах фекалий крыс иденти- 
фицировано действующее вещество в неизменном 
виде. В моче данный аналит обнаружен не был  [2]. 
Установлено также наличие энтерогепатической ре-
циркуляции R004 [3]. При пероральном введении не-
возможно отличить выведенное с фекалиями в не-
изменном виде ЛС от невсосавшегося ЛС. Поэтому 
дополнительно будет проведено изучение экскре-
ции R004 после внутрибрюшинной инъекции. Также 
это поможет дифференцировать экскретировавшиеся 
метаболиты от метаболитов, образовавшихся в ходе  
гидролиза при пресистемной элиминации.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Аналитическое оборудование  
и стандартные образцы

Измерение концентраций R004 и его метаболи-
тов осуществляли на хромато-масс-спектрометре, со-
стоящем из жидкостного хроматографа Agilent 1260 
Infinity (Agilent Technologies, Германия) и тандемно-
го масс-спектрометрического детектора QTRAP 5500  
(AB Sciex Pte. Ltd., Сингапур); программное обеспе- 
чение Analyst 1.6.2 (AB SCIEX, США). Интегрирование 
хроматограмм проводилось с помощью программно-
го пакета MultiQuant 3.0.5 (AB SCIEX, США).

В качестве стандартных образцов аналитов ис-
пользовались субстанции 3-(2-бутил-5-хлоро-1Н-ими- 
дазол-4-ил)-N-[4-метокси-3-(трифторметил)фе-
нил]-4,5-дигидро-1,2-оксазол-5-карбоксамида (99,2 %), 
3-(2-бутил-5-хлоро-1Н-имидазол-4-ил)-4,5-дигидро- 
1,2-оксазол-5-карбоновой кислоты (99,3 %) (оба  –  
ЦТФТ им. М. В.  Дорогова ЯГПУ им. К. Д.  Ушинского, 
Россия), 4-метокси-3-(трифторметил)анилина (99,0 %,  
Alfa Aesar, США). 

Рисунок 1. Структурные формулы 3-(2-бутил-5-хлоро-1Н-имидазол-4-ил)-N-[4-метокси-3-(трифторметил)фе-
нил]-4,5-дигидро-1,2-оксазол-5-карбоксамида (R004) и его основных метаболитов 3-(2-бутил-5-хлоро-1Н-имида-
зол-4-ил)-4,5-дигидро-1,2-оксазол-5-карбоновой кислоты (М1) и 4-метокси-3-(трифторметил)анилина (M2)

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 and its metabolites 3-(2-butyl-5-chloro-1H-imidazole-4-yl)-4,5-dihydro-1,2-oxazole-5-car- 
boxylic acid (M1) and 4-methoxy-3-(trifluoromethyl)aniline (М2)
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Раствор внутренних стандартов (ВС) готовился 
с применением субстанций 3-(2-бутил-5-хлоро-1Н- 
ими-дазол-4-ил)-N-[3,4-диметилфенил]-4,5-дигидро- 
1,2-оксазол-5-карбоксамида (R002) (98,5 %, ЦТФТ им. 
М. В.  Дорогова ЯГПУ им. К. Д.  Ушинского, Россия) и 
4-хлоранилина (4CA) (рисунок 2).

Подготовка проб 

Калибровочные образцы и образцы контроля ка-
чества (КК) мочи готовились путем добавления 10  мкл 
рабочего раствора аналитов в диметилсульфоксиде 
(х.ч., АО «ЭКОС-1», Россия) к 190 мкл холостого образ-
ца. Затем к смеси добавляли 40 мкл 250 мМ раствора 
ацетата аммония (HPLC-grade, High Purity Laboratory 
Chemicals Pvt. Ltd., Индия) с рН = 4,0 для предотвраще-
ния гидролиза R004 [2]. Концентрации градуировоч-
ных (К1–К8) проб, образцов КК нижнего (LQC), сред-
него (MQC) и верхнего (HQC) уровней концентраций 
и образцов для теста разведения (Dil) приведены в  
таблице 1. Пробоподготовку осуществляли путем раз-
ведения 25 мкл стабилизированной мочи 200 мкл  
ацетонитрильного раствора R002 и 4CA. Концентра-
ция обоих ВС составляла 40 нг/мл. Далее смесь пе-
ремешивали на вортексе и центрифугировали 5  мин  
при 10 000 об/мин.

К холостым образцам фекалий крыс добавлял-
ся ацетонитрил в соотношении 1 : 3 (масса/объем) и 
1  шарик из нержавеющей стали (d = 5 мм). Смесь го-
могенизировалась в течение 1 мин на гомогенизато- 
ре Homogenizer Bioprep-6 (Allsheng, Китай) и центри-
фугировалась 5 мин при 3000 об/мин. К 190 мкл су-
пернатанта добавляли 10 мкл комбинированного ра-
бочего раствора R004, M1 и М2. Дополнительных мер  
по стабилизации образцов не требовалось [2]. Для 
пробоподговки 50 мкл центрифугированного гомо-
гената смешивали с 300 мкл ацетонитрильного раст- 
вора ВС, перемешивали и центрифугировали 5  мин  
при 10 000 об/мин. 

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 мочи  
и фекалий

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

Образец
Sample

Моча
Urine

Фекалии
Feces

Концентрация, нг/мл
Concentration, ng/ml

Концентрация, нг/г
Concentration, ng/g

R004 M1 M2 R004 M1 M2

K1 (LLOQ) 5 100 5 500 4 40

K2 25 500 25 2500 20 200

K3 100 2000 100 12 500 100 1000

K4 250 5000 250 50 000 400 4000

K5 500 10 000 500 125 000 1000 10 000

K6 1000 20 000 1000 250 000 2000 20 000

K7 1500 30 000 1500 375 000 3000 30 000

K8 2000 40 000 2000 500 000 4000 40 000

LQC 15 300 15 1500 12 120

MQC 750 15 000 750 187 500 1500 15 000

HQC 1750 35 000 1750 437 500 3500 35 000

Dil 3500 70 000 3500 875 000 7000 70 000

Условия хроматографического разделения  
и масс-спектрометрического  
детектирования

Для хроматографического разделения использо-
вались колонка 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). Подвижная фаза состояла из 

Рисунок 2. Структурные формулы внутренних стандартов 3-(2-бутил-5-хлоро-1Н-имидазол-4-ил)-N-[3,4-диметил-
фенил]-4,5-дигидро-1,2-оксазол-5-карбоксамида (R002) и 4-хлоранилина (4CA)

Figure 2. Structural of internal standards of 3-(2-butyl-5-chloro-1H-imidazole-4-yl)-N-[3,4-dimethylphenyl]-4,5-dihydro-
1,2-oxazole-5-carboxamide (R002) and 4-chloraniline (4CA)

Доклинические и клинические исследования
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0,2%-го раствора муравьиной кислоты (eluent additive 
for LC-MS, Scharlab, Китай) в воде и ацетонитри-
ла (Optima™ LC/MS Grade, Fisher Chemicals, Бельгия).  
Для элюирования применялась градиентная програм-
ма, предназначенная для анализа R004, M1 и М2 в 
плазме крыс и кроликов [3]. Масс-спектрометриче- 
ское детектирование также проводили в режиме MRM 
(полярность – положительная) (таблица  2). Для пони-
жения чувствительности определения R004 в фека- 
лиях и M1 в моче регулировалась энергия соударе- 
ния (СЕ) (таблица 2) 

Таблица 2. Параметры масс-спектрометрического  
детектирования 

Table 2. Parameters of mass spectrometric detection 
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СЕ, eV
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Ф
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Fe
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s

R004

445 425 30 50
Количественный 
Quantitative

445 200 40 85
Контрольный 
Control

M1

272 200 47 25
Количественный 
Quantitative

272 144 50 40
Контрольный 
Control

M2

192 108 35 35
Количественный 
Quantitative

192 123 25 25
Контрольный 
Control

R002 375 226 30 30
ВС для R004 
IS for R004

4CA 128 93 30 30
ВС для M1 и М2 
IS for М1 and М2

Примечание. Количественные SRM-переходы исполь- 
зовались для количественных расчетов; контрольные SRM- 
переходы использовались для подтверждения корректно-
сти идентификации.

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

Валидация  
биоаналитической методики 

Валидация биоаналитических методик определе- 
ния аналитов в моче и фекалиях крыс осуществля- 
лась в полном объеме согласно требованиям Реше- 
ния Совета ЕЭК от 3 ноября 2016 г. № 85 (приложе-

ние  6) для хроматографических методов1. Дополни-
тельно изучалась воспроизводимость при повторном 
введении аналитической серии2. 

Дизайн исследования экскреции

Изучение экскреции R004 выполнено на 2 группах 
крыс линии Wistar по 6 особей. В каждую группу вхо-
дило по 3 самца и 3 самки. Первой группе животных 
массой 260 ± 4  г (М + m) субстанция вводилась перо-
рально. Второй группе крыс массой 244 ± 2  г (М + m) 
проводилась внутрибрюшинная инъекция изучаемо- 
го ЛС. Дозировка для обоих способов введения со- 
ставила 10  мг/кг. Отбор проб экскретов осуществля- 
ли с помощью метаболических клеток в следующие 
временные промежутки: 
 • Образцы мочи: до введения препарата и в проме-

жутки 0–4, 4–8, 8–12, 12–24, 24–48, 48–72, 72–96, 
96–120 ч после введения.

 • Образцы кала: до введения препарата и в проме-
жутки 0–12, 12–24, 24–48, 48–72, 72–96, 96–1120 ч.
К пробам мочи сразу после окончания перио-

да отбора добавлялся 250 мМ раствор ацетата аммо-
ния (рН = 4,0), фекалии гомогенизировались с ацето- 
нитрилом в соотношении 1 : 3 (масса : объем). Образ- 
цы хранили в морозильной камере при температуре 
не выше –70 °С.

Статистические расчеты

Статистическая обработка данных проводилась 
с применением программного обеспечения StatSoft 
STATISTICA 10.0.1011 и Microsoft Excel 2016. Результа-
ты в таблицах и тексте представлены в виде средне- 
го арифметического со стандартной ошибкой сред- 
него (М ± m).

При расчете кумулятивной экскреции (МЕ) и сум-
марной доли элиминированных действующего ве- 
щества и метаболитов выполнялся пересчет мас-
сы М1 и М2 на массу R004. При этом учитывалась  
доля продуктов гидролиза в исходной молекуле. 
Для М1 она составила 254 Да (С11H13ClN3O2), для М2 –  
190  Да (С8H7F3NO). Для расчетов использовали 
формулы:

m(R004)M1 = n(M1) · 254 мкг/мкмоль,

m(R004)M2 = n(M2) · 190 мкг/мкмоль,

1 Решение Совета Евразийской экономической комис- 
сии от 03.11.2016 № 85 «Об утверждении Правил прове-
дения исследований биоэквивалентности лекарственных 
препаратов 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. ICH guideline M10 on bioanalyti-
cal method validation and study sample analysis. Available at:  
https://www.ema.europa.eu/en/documents/scientif ic-
guideline/ich-guideline-m10-bioanalytical-method-validation-
step-5_en.pdf. Accessed: 16.07.2024.
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где m(R004)M1/М2 – масса R004, элиминированная в  
виде М1/М2 (мкг); n(M1/М2) – количество вещества 
М1/М2, экскретировавшегося с мочой или калом 
(мкмоль).

При расчете скорости экскреции (VЕ) пересчет не 
проводился:

VЕ = m(А)/Т,

где m(А) – масса аналита, экскретированная в пе- 
риод отбора (мкг); Т – продолжительность периода  
отбора (ч).

Для проверки достоверности полученных резуль-
татов у каждого животного рассчитывалось соотно-
шение суммарного количества вещества М1 (n(M1)) и  
М2 (n(M2)) по формуле:

R M
M M
M M

,urine feces

urine feces

( )
( ) ( )
( ) ( )

%=
+
+

⋅
n n

n n
1 1
2 2

100

где R(M) – соотношение количества вещества мета- 
болитов; n(M1/M2)urine – количество вещества М1/М2,  
элиминировавшегося с мочой; n(M1/M2)feces – коли- 
чество вещества М1/М2, элиминировавшегося с фе- 
калиями.

Среднее значение данного соотношения долж-
но лежать в диапазоне 85–115 %. Это соответствует  
максимальной величине относительной погрешности 
(δ) ±15 %, допустимой при оценке правильности био- 
аналитической методики.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
В ходе валидации биоаналитических методик для 

определения R004, M1 и М2 в моче и фекалиях бы- 
ли подтверждены их селективность, линейность гра-
дуировочной зависимости, правильность и прецизи-
онность, отсутствие влияния разведения пробы хо- 
лостым образцом и матричных эффектов на их мет- 
рологические характеристики (таблица  3). Так, пло-
щади пиков R004, M1 и М2 в холостых пробах не пре-
вышали 20 % от площади пиков аналитов в пробах 
с концентрацией на уровне нижнего предела коли- 
чественного определения (LLOQ), а площади пиков  
ВС не превышали 5 % от площади пиков LLOQ-проб. 
Величина относительной погрешности при внутри-
серийных и межсерийных испытаниях находилась в 
допустимом диапазоне ±15 % (±20 % для LLOQ-об-
разцов), а величина относительного стандартного от-
клонения (RSD) была менее 15 % (20 % для LLOQ-об-
разцов)1, 2. Перенос R004 в холостые образцы мочи не 

1 Решение Совета Евразийской экономической комис- 
сии от 03.11.2016 № 85 «Об утверждении Правил прове-
дения исследований биоэквивалентности лекарственных 
препаратов 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. ICH guideline M10 on bioanalyti-
cal method validation and study sample analysis. Available at:  
https://www.ema.europa.eu/en/documents/scientif ic-
guideline/ich-guideline-m10-bioanalytical-method-validation-
step-5_en.pdf. Accessed: 16.07.2024.

превышал 12,51 % от площади пика образцов LLOQ, 
R002  – 0,16 %, а перенос М1 и М2 не наблюдался.  
При анализе фекалий перенос аналитов отсутствовал.

Доказана стабильность R004, M1 и М2 в тече-
ние 24  ч хранения при комнатной температуре (STS),  
3  циклов замораживания/размораживания (FTS), 
28  дней хранения в морозильной камере при тем-
пературе не выше –70  °С (LTS) в пробах мочи и фека- 
лий (таблица  4). Также была подтверждена стабиль-
ность приготовленных образцов экскретов в авто- 
семплере хроматографа в течение 48 ч (ASS) (табли- 
ца  4) и воспроизводимость результатов при повтор-
ном введении серии спустя 48 ч (см. таблицу 3). 

После успешной валидации было проведено фар-
макокинетическое исследование на крысах (табли-
ца  5). Установлено, что большая часть лекарственно-
го средства выводится в неизменном виде с калом 
в первые 48 ч (см. рисунок 2). Доля экскреции в ви-
де R004 при введении внутрибрюшинно составляет 
57,63 ± 0,66 %, а при введении перорально достигает 
94,83 ± 0,78 % (M ± m) (таблица 5). Такое различие вы-
звано тем, что при пероральном приеме биодоступ-
ность меньше, чем при внутрибрюшинной инъекции. 
Поэтому меньшее количество действующего вещест- 
ва проникает в системный кровоток и подвергается 
ферментативному гидролизу. В пробах мочи R004 не 
обнаружен. 

М1 выводится преимущественно через почки  
(таблица 5). Большая часть кумулятивной экскреции 
данного метаболита достигается в промежуток 4– 
12  ч после введения (рисунок 3). Самая высокая ско-
рость ренальной экскреции наблюдается в первые  
4  ч эксперимента при обоих способах (см. рисунок  2). 
После 48  ч концентрация М1 в большинстве проб  
мочи крыс ниже LLOQ методики.

Метаболит М2, как и действующее вещество, вы-
водится преимущественно с калом. В моче обнару-
жены следовые количества М2: его доля составляет  
0,01–0,02 % от общего количества R004 (таблица  5). 
После перорального введения у большинства живот-
ных М2 начинает экскретироваться спустя 24 ч, пос- 
ле внутрибрюшинной инъекции – спустя 12 ч. Основ- 
ная часть МЕ данного соединения достигается в те- 
чение 24–48  ч (см. рисунок  2). Наибольшая VЕ М2  
наблюдается в период 12–24 ч. 

Соотношение суммарного количества вещества 
экскретировавшихся метаболитов М1 и М2 состави- 
ло 103,94 ± 3,83 % при пероральном и 98,24 ± 1,16 % 
при внутрибрюшинном введении (M ± m). Это укла-
дывается в допустимый промежуток 85,0–115,0 %, что  
указывает на правильность измерений и отсутствие 
других основных путей выведения метаболитов.

Таким образом, основная часть R004 как в неиз-
менном виде, так и в виде метаболитов элиминиру-
ется в первые 24–48 ч при обоих способах введения 
(рисунок   4). Спустя 72–96 ч выводятся остаточные ко- 
личества изучаемых соединений. В период 96–120  ч 
содержание аналитов в пробах находилось ниже LLOQ 
разработанных методик.
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Таблица 3. Результаты валидации 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 фекалиях и моче крыс

Table 3. Validation results of 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 feces and urine of rats

Параметр
Parameter

Моча 
Urine

Фекалии 
Feces

R004 M1 М2 R004 M1 M2

Аналитический диапазон 
Analytical range 

5–2000 нг/мл 
5–2000 ng/ml

100–40 000 нг/мл 
100– 

40 000 ng/ml

5–2000 нг/мл 
5–2000 ng/ml

0,5–500 мкг/г 
5–2000 µg/g

4–4000 нг/г 
4–4000 ng/g

40–40 000 нг/г 
40– 

40 000 ng/g

Селективность (% от пло-
щади пика образца LLOQ)
Selectivity (% of peak area 
of the LLOQ sample)

R004
ВС 
IS

М1
ВС 
IS

М2
ВС 
IS

R004
ВС 
IS

М1
ВС 
IS

М2
ВС 
IS

11,52 0,12 0 0 0 0 1,24 0,14 0 0 0 0

Правильность и прецизи-
онность
Accuracy and precision 

δ, % RSD, % δ, % RSD, % δ, % RSD, % δ, %
RSD, 

%
δ, %

RSD, 
%

δ, % RSD, %

Серия 1 (n = 6*)
Batch 1 (n = 6*)

LLOQ 1,10 5,72 2,47 5,10 –4,00 8,38 –1,00 6,85 3,58 6,39 5,63 3,40

LQC –3,61 6,93 –4,99 8,24 1,34 6,08 –0,33 5,81 3,03 5,35 3,34 7,31

MQC –3,85 3,94 –3,01 6,33 –2,70 1,97 –2,16 7,96 6,33 1,93 3,11 5,96

HQC –1,92 3,00 0,74 4,58 –2,53 4,94 –0,55 3,36 1,64 4,91 2,76 2,86

Серия 2 (n = 6*)
Batch 2 (n = 6*)

LLOQ 0,90 7,19 7,73 3,99 1,03 5,49 –2,33 9,81 4,46 4,83 5,58 3,60

LQC 0,73 5,70 2,39 8,89 0,21 4,42 –3,22 5,43 3,00 4,06 4,41 4,28

MQC 4,66 2,99 –4,88 6,02 3,89 2,46 2,41 5,44 3,94 4,59 2,75 2,87

HQC 2,59 3,58 –0,52 3,82 2,90 3,06 1,10 3,36 0,09 3,30 1,80 2,78

Серия 3 (n = 6*)
Batch 3 (n = 6*)

LLOQ 1,10 6,34 –0,34 4,44 2,57 5,41 –3,00 9,38 5,04 3,71 6,52 2,06

LQC 3,09 3,09 4,41 6,54 3,51 4,59 –1,33 5,04 1,79 5,97 2,33 6,48

MQC 2,49 3,54 3,16 6,21 5,19 4,27 1,40 6,48 4,76 5,10 2,39 7,34

HQC 1,57 4,12 2,98 2,52 3,51 4,31 0,33 2,72 1,02 3,13 2,44 3,41

Межсерийная
(n = 18*)
Inter-batch 
(n = 18*)

LLOQ 1,03 6,05 3,28 5,40 –0,13 6,75 –1,50 8,82 4,61 4,57 5,71 3,04

LQC 0,07 5,82 0,60 8,51 1,69 4,97 –2,36 5,11 2,90 5,10 4,87 5,04

MQC 1,10 4,92 –1,58 6,84 2,12 4,55 –0,02 7,00 5,87 3,50 2,76 5,31

HQC 0,75 3,92 1,07 3,80 1,29 4,77 0,40 3,24 0,43 3,78 2,52 2,94

Воспроизводимо- 
сть при повторном 
введении серии 
(48 ч)
Reinjection repro-
ducibility (48 ч)

LLOQ –1,20 4,57 0,34 2,45 2,17 5,10 –1,67 9,22 0,63 8,77 4,51 2,70

LQC 2,61 2,97 2,60 5,95 1,83 3,83 0,56 5,26 2,19 4,94 0,01 5,34

MQC 1,94 4,17 –0,25 4,85 3,47 3,74 –1,30 8,23 5,51 3,06 1,77 3,69

HQC 3,38 3,02 1,88 2,49 2,20 4,12 –0,05 2,64 0,89 3,12 1,39 2,99

Эффект разведе-
ния (n = 6)
Dilution integrity 
(n = 6)

X2 0,24 5,13 –0,30 2,43 1,86 2,75 5,31 2,78 5,27 1,68 4,40 1,73

Эффект матрицы 
(RSD NMF, %)
Matrix effect 
(RSD NMF, %)

LQC 6,58 5,01 2,83 8,26 3,75 6,54

HQC 6,18 6,61 3,17 5,67 5,51 6,19

Примечание. * Количество проб на каждом уровне концентраций. 

Note. * The number of samples at each concentration level.
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Таблица 4. Результаты изучения стабильности 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 фекалиях и моче крыс

Table 4. Results of stability study 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 feces and urine of rats

Параметр
Parameter

Температурный режим
Temperature condition

Уровень 
концентрации
Concentration 

level

% от номинального значения
% of the nominal value

Моча
Urine

Фекалии
Feces

R004 M1 М2 R004 M1 M2

STS (n = 6*)
Комнатная температура 
Room temperature

LQC 0,34 –0,64 –1,47 –0,44 2,63 2,89

HQC 0,46 0,74 –1,36 1,44 2,25 2,68

FTS (n = 6*) 

Комнатная температура / не 
выше –70 °С 
Room temperature / no higher 
than –70 °C

LQC 0,69 –4,94 –0,10 6,11 4,61 4,76

HQC 0,93 1,70 –0,62 2,72 3,74 3,20

ASS (n = 6*)
Не выше –4 °С (автосемплер) 
Not higher than –4 °C (auto- 
sampler)

LQC 1,12 –2,84 –1,68 0,67 2,50 1,21

HQC 0,82 1,46 –0,99 0,94 1,82 2,54

LTS (n = 6*)
Не выше –70 °С 
No higher than –70 °C

LQC 0,37 –1,99 0,19 1,11 3,42 1,78
HQC 0,90 0,80 –0,61 –1,44 2,24 0,81

Примечание. * Количество проб на каждом уровне концентраций.

Note. * The number of samples at each concentration level. 

Таблица 5. Результаты изучения экскреции 3-(2-бутил-5-хлоро-1Н-имидазол-4-ил)-N-[4-метокси-3- 
(трифторметил)фенил]-4,5-дигидро-1,2-оксазол-5-карбоксамида после перорального  
и внутрибрюшинного введения

Table 5. The results of excretion study of 3-(2-butyl-5-chloro-1H-imidazole-4-yl)-N-[4-methoxy-3- 
(trifluoromethyl)phenyl]-4,5-dihydro-1,2-oxazole-5-carboxamide after oral and intraperitoneal administration

Аналит
Analyte

Путь выведения
Route of excretion

Путь введения 
Route of administration

Пероральный 
Oral

Внутрибрюшинный 
Intraperitoneal

M ± m, % RSD, % M ± m, % RSD, %

R004

Моча 
Urine

0 – 0 –

Фекалии 
Feces

94,83 ± 0,78 2,00 57,63 ± 0,66 2,79

Суммарно, моча и кал
Total, urine and feces

94,83 ± 0,78 2,00 57,63 ± 0,66 2,79

M1

Моча 
Urine

2,73 ± 0,46 41,27 23,82 ± 0,30 3,05

Кал 
Feces

0,28 ± 0,08 73,23 0,22 ± 0,04 43,30

Суммарно, моча и кал
Total, urine and feces

3,01 ± 0,46 37,80 24,04 ± 0,30 3,03

M2

Моча 
Urine

0,01 ± 0,00 72,38 0,02 ± 0,00 27,22

Кал 
Feces

2,16 ± 0,31 35,67 18,31 ± 0,38 5,09

Суммарно, моча и кал
Total, urine and feces

2,16 ± 0,32 35,76 18,33 ± 0,38 5,10

Метаболиты, суммарно
Metabolites, total

Суммарно, моча и кал
Total, urine and feces 

5,17 ± 0,78 36,69 42,37 ± 0,66 3,80

n(M1)/n(M2) 103,94 ± 3,83 9,02 98,24 ± 1,16 2,90
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Биоаналитические методики количественного 
определения 3-(2-бутил-5-хлоро-1Н-имидазол-4-ил)- 
N-[4-метокси-3-(трифторметил)фенил]-4,5-диги-
дро-1,2-оксазол-5-карбоксамида и его метаболитов 
3-(2-бутил-5-хлоро-1Н-имидазол-4-ил)-4,5-дигидро- 
1,2-оксазол-5-карбоновой кислоты и 4-метокси-3- 
(трифторметил)анилина в моче и фекалиях были 
успешно валидированы. Установлено, что большая 
часть лекарственного препарата в неизмененном ви-
де, а также в виде М2 экскретируется с калом. Мета-
болит М1 выводится преимущественно ренальным 
путем. Основная часть кумулятивной экскреции изу- 
чаемых соединений достигается через 48 ч после  

введения. Полная элиминация R004 наступает спустя 
96  ч эксперимента. Более низкая доля выведения R004  
в виде метаболитов при пероральном введении суб-
станции вызвана меньшей биодоступностью по срав- 
нению с внутрибрюшинной инъекцией.
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Рисунок 4. Кумулятивная экскреция 3-(2-бутил-5-хлоро-1Н-имидазол-4-ил)-N-[4-метокси-3-(трифторметил)фе-
нил]-4,5-дигидро-1,2-оксазол-5-карбоксамида после перорального (П/О) и внутрибрюшинного (В/Б) введения 
субстанции

Figure 4. Cumulative excretion 3-(2-butyl-5-chloro-1H-imidazole-4-yl)-N-[4-methoxy-3-(trifluoromethyl)phenyl]-4,5-
dihydro-1,2-oxazole-5-carboxamide after oral (П/О) and intraperitoneal (В/Б) administration of the substance
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