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Резюме
Введение. Новое фармакологически активное вещество 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 новым ингибитором PAR-2-рецепторов 
для терапии ревматоидного артрита. Данное соединение находится на этапе доклинического исследования. Изучение 
распределения R004 и его метаболитов по органам и тканям ранее не проводилось.
Цель. Изучение распределения R004 и его метаболитов по органам и тканям крыс после однократного перорального 
введения субстанции.
Материалы и методы. Исследование проводилось на 50 крысах-самцах линии Wistar. Субстанция R004 вводилась 
перорально в терапевтической дозировке 10 мг/кг. Отбор образцов печени, почек, сердца, легких, селезенки, мозга,  
кожи и мышц проводился через 1, 2, 3, 4, 6, 8, 10, 12, 16, 24 ч после введения лекарственного средства. Органы  
немедленно гомогенизировались с использованием ацетонитрила и замораживались. Дальнейшую пробоподготовку 
осуществляли путем добавления к гомогенатам ацетонитрильного раствора внутренних стандартов. Количественное 
определение 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) проводилось методом ВЭЖХ-МС/МС.
Результаты и обсуждение. Биоаналитическая методика количественного определения R004, M1 и M2 в органах 
и тканях была успешно валидирована в аналитических диапазонах 2–2000 нг/г для R004 и 1–1000 нг/г для М1 и М2. R004 
распределяется по всем изучаемым биологическим объектам. Тканевая биодоступность R004 уменьшается в следующей 
последовательности: печень > кожа > почки > легкие > мышцы > сердце > селезенка > мозг. М1 и М2 в больших  
количествах обнаружены в печени и почках. В сердце, легкие и селезенку метаболиты проникали в значительно меньших 
концентрациях. В тканях кожи идентифицирован только М2. В мозге и мышцах М1 и М2 не обнаружены. 
Заключение. Валидированная биоаналитическая методика была успешно использована при изучении распределения 
субстанции R004. Действующее вещество хорошо распределяется по всем изучаемым органам и имеет высокую  
тканевую биодоступность. Наибольшие концентрации метаболитов зафиксированы в печени и почках.

Ключевые слова: ингибитор PAR-2-рецепторов, ВЭЖХ-МС/МС, валидация, фармакокинетика, распределение, 
гомогенизация
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Abstract
Introduction. The new pharmacologically active substance 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 new PAR-2 receptor inhibitor for treatment of 
rheumatoid arthritis. This compound is at the stage of preclinical trail. The distribution study of R004 and its metabolites by  
organs and tissues has not been performed before.
Aim. The investigation of distribution of R004 and its metabolites in rat organs after a single oral administration of the  
active substance.
Materials and methods. The study was carried out on 50 male Wistar rats. Substance of R004 was administered orally at 
a therapeutic dosage of 10 mg/kg. Sampling of liver, kidneys, heart, lungs, spleen, brain, skin and muscles was performed 1, 2, 
3, 4, 6, 8, 10, 12, 16, 24 h after administration of the drug. Organs were immediately homogenized using acetonitrile and frozen.  
Further sample preparation was carried out by addition an acetonitrile solution of internal standards to the homogenates. 
Quantification 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 by HPLC-MS/MS.
Results and discussion. The developed method for quantification of R004, M1 and M2 in organs has been successfully validated  
in the analytical ranges of 2–2000 ng/g for R004 and 1–1000 ng/g for M1 and M2. R004 is distributed by all studied biological  
objects. The tissue bioavailability of R004 decreases in the following sequence: liver > skin > kidneys > lungs > muscles  
> heart > spleen > brain. M1 and M2 was detected in large quantities in liver and kidneys. Metabolites penetrated into the  
heart, lungs and spleen in much lower concentrations. In skin tissues only M2 was identified. M1 and M2 were not found in  
brain and muscles.
Conclusions. The validated bioanalytical method has been successfully used for distribution study of R004 substance. The  
drug is well distributed throughout the studied organs and has a high tissue bioavailability. The highest concentrations of 
metabolites were observed in liver and kidneys.

Keywords: PAR-2 receptor inhibitor, HPLC-MS/MS, validation, pharmacokinetics, distribution, homogenization
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ВВЕДЕНИЕ
Производное 4,5-дигидро-1,2-оксазол-5-карбок-

самида, 3-(2-бутил-5-хлоро-1Н-имидазол-4-ил)-N-[4-
метокси-3-(трифторметил)фенил]-4,5-дигидро-1,2- 
оксазол-5-карбоксамид (R004) (рисунок 1), находится 
на стадии доклинического исследования, в ходе ко-
торого доказана его фармакологическая активность. 
Данное соединение является новой перспектив-
ной молекулой для терапии ревматоидного артри-
та  [1]. R004 подвергается биотрансформации путем 
гидролиза с образованием двух основных метаболи-
тов: 3-(2-бутил-5-хлоро-1Н-имидазол-4-ил)-4,5-дигид- 
ро-1,2-оксазол-5-карбоновой кислоты (М1) и 4-ме- 
токси-3-(трифторметил)анилина (M2) (рисунок 1)  [2]. 
При изучения системной экспозиции субстанции  
R004 на крысах установлена линейность фармакоки-
нетических параметров максимальной концентрации  
и площади под фармакокинетической кривой «кон-
центрация – время» у действующего вещества и его 
метаболитов в диапазоне доз от 10 до 40 мг/кг [3].

Изучение распределения R004 и его метаболитов 
ранее не проводилось. Наиболее часто для данных  
исследований используют грызунов – крыс [4–7]. Ме- 
тодика для количественного определения R004, М1 
и М2 в органах животных ранее не разрабатывалась. 
При ее создании могут быть адаптированы парамет- 

ры ВЭЖХ-МС/МС-анализа, использованные в биоана-
литической методике для плазмы [3]. Для подготов-
ки проб тканей возможно применение механической 
гомогенизации [4, 8, 10, 11], ультразвуковой гомоге-
низации  [5, 6, 9], а также ферментативной обработ-
ки  [10]. Однако ввиду нестабильности R004 в пробах  
после отбора  [2, 3] использование последних двух  
способов нецелесообразно из-за их длительности. 
Кроме того, при ферментативном разложении гидро-
лиз действующего вещества может усилиться. Для 
извлечения аналитов целесообразно использовать 
органические растворители. Так, применение органи-
ческого экстрагента метанола в смеси с водой в объ- 
емном соотношении 9 : 1 предотвратило гидролиз 
симвастатина в гомогенатах тканей [12]

Таким образом, целью работы является изуче- 
ние распределения R004 и его метаболитов по орга-
нам и тканям крыс после однократного перорального 
введения субстанции.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Аналитическое оборудование и реактивы

Для количественного определения R004 и его  
метаболитов применялись высокоэффективный жид-
костной хроматограф Agilent 1260 Infinity (Agilent 

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 метаболитов (М1 и М2) и внутренних стандартов (R002  
и 4СА)

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 (R004), its metabolites (M1 and M2) and internal standards (R002 and 4CA)
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Technologies, Германия), совмещенный с тандемным 
масс-спектрометрическим детектором QTRAP 5500 
(AB Sciex Pte. Ltd., Сингапур). Программное обеспе-
чение Analyst 1.6.2 (AB Sciex LLC, США) использова-
лось для управления ВЭЖХ-МС/МС-системой, а пакет 
MultiQuant 3.0.5 (AB Sciex LLC, США) – для обработки 
полученных хроматограмм. 

В качестве стандартных образцов изучаемых со- 
единений применялись 3-(2-бутил-5-хлоро-1Н-имида- 
зол-4-ил)-N-[4-метокси-3-(трифторметил)фенил]-4,5- 
дигидро-1,2-оксазол-5-карбоксамид (99,2 %), 3-(2-бу-
тил-5-хлоро-1Н-имидазол-4-ил)-4,5-дигидро-1,2-ок-
сазол-5-карбоновая кислота (99,3 %) (оба  – Центр 
трансфера фармацевтических технологий им. М. В. До- 
рогова ЯГПУ им. К. Д.  Ушинского, Россия); 4-метокси- 
3-(трифторметил)анилин (99,0 %, Alfa Aesar, США).  
Для приготовления раствора внутренних стандартов  
(ВС) использовались 3-(2-бутил-5-хлоро-1Н-имидазол- 
4-ил)-N-[3,4-диметилфенил]-4,5-дигидро-1,2-оксазол- 
5-карбоксамид (R002) (98,5 %, Центр трансфера фар- 
мацевтических технологий им.  М. В.  Дорогова ЯГПУ  
им. К. Д. Ушинского, Россия) и 4-хлоранилин (4CA) 
(≥98 %, Alpha Chemika, Индия), а также ацетонитрил 
(о.с.ч., АО «Химмед», Россия). 

Подготовка проб органов

Органы после отбора немедленно охлаждали жид-
ким азотом, затем взвешивали, добавляли ацетонит- 
рил в соотношении 1 : 1 (масса/об.) и гомогенизиро-
вали на шариковом гомогенизаторе (Homogenizer 
Bioprep-6, Allsheng, Китай) с применением шариков 
из нержавеющей стали диаметром 5 мм. Затем про- 
бы центрифугировали 5 мин при 10000  об/мин 
(Heraeus Multifuge X3R, Thermo Fisher Scientific, США)  
и охлаждении до +4 °С и к 50 мкл надосадочной жид- 
кости добавляли 100 мкл раствора ВС R002 и 4CA в 
ацетонитриле. Смесь перемешивали на шейкере и 
центрифугировали 5 мин при 10000 об/мин и темпе-
ратуре +4  °С, супернатант переносили в микровстав- 
ки для виал. Для приготовления калибровочных об-
разцов и образцов контроля качества 10 мкл рабо-
чего раствора R004, M1 и М2 в диметилсульфоксиде  
(х.ч., АО «ЭКОС-1», Россия) добавляли к 190 мкл гомо- 
гената. Концентрация аналитов в пробах составляла: 
•• R004: калибровочные образцы – 2 (нижний пре-

дел количественного определения – LLOQ), 10,
50, 200, 500, 1000, 1500, 2000 нг/мл; образцы конт-
роля качества – 6 (нижний уровень – LQC), 750
(средний уровень – MQC), 1750 нг/мл (верхний
уровень  – HQC), образцы для оценки эффекта
разведения – 3500 нг/мл (Dil);

•• M1 и М2: калибровочные образцы – 1 (LLOQ), 5,
25, 100, 250, 500, 750, 1000 нг/мл; образцы
контроля качества – 3 (LQC), 375 (MQC), 875 (HQC)
нг/мл, образцы для оценки эффекта разведения  –
1750 нг/мл (Dil).

Параметры хроматографического  
разделения и масс-спектрометрического 
детектирования

Хромато-масс-спектрометрическое определение 
проводили с помощью методики, использованной  
для определения изучаемых соединений в плазме  [3]. 
Для хроматографического разделения применяли 
хроматографическую колонку 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) и подвижную 
фазу (ПФ), состоящую из 2 элюентов: 0,2%-го раство-
ра муравьиной кислоты («eluent additive for LC-MS», 
Scharlab, Китай) в воде (компонент А) и ацетонитри- 
ла (компонент Б). Элюирование осуществляли в гра-
диентном режиме [3]. Скорость потока составляла  
0,5 мл/мин, температура термостата – 40  °С. В стар- 
товый состав ПФ входило 60 % компонента А и 40 % 
компонента Б. С 0,5 мин по 3 мин анализа содержа- 
ние водной части ПФ линейно снижалось до 10 %,  
а органической части – увеличивалось до 90 %. Дан- 
ное соотношение элюентов сохранялось до 8,5  мин 
анализа. Затем состав ПФ восстанавливался до на- 
чальных значений в течение 0,1 мин. Время уравно- 
вешивания системы составляло 4 мин.

Масс-спектрометрическое детектирование осу-
ществлялось с применением электрораспылительной 
ионизации (полярность – положительная). Для опре-
деления аналитов и ВС использовались следующие 
MRM-переходы:
•• R004 – 445 → 425 m/z (количественный) и 445 →

200 m/z (контрольный);
•• М1 – 272 → 200 m/z (количественный) и 272 →

144 m/z (контрольный);
•• М2 – 192 → 108 m/z (количественный) и 192 →

123 m/z (контрольный);
•• R002 (ВС для R004) – 375 → 226 m/z;
•• 4CA – 128 → 93 m/z (для расчетов M1) и 128 →

75 m/z (для расчетов M2).

Валидация биоаналитической методики

Валидация методики осуществлялась согласно 
требованиям решения Совета ЕЭК от 3 ноября 2016 г. 
№ 851 и руководства ICH M102. Объем валидационных 
испытаний внутрисерийной прецизионности и пра-
вильности, эффекта разведения, стабильности, вос-
производимости при повторном введении серии был 
оптимизирован для минимизации использования хо- 
лостых образцов органов животных (таблица 1).

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». 
https://docs.cntd.ru/document/456026107. Ссылка активна на 
20.07.2024.

2 ICH guideline M10 on bioanalytical method validation 
and study sample analysis. 2022. Available at: https://www.
ema.europa.eu/en/ich-m10-bioanalytical-method-validation-
scientific-guideline. Accessed: 20.07.2024.
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Дизайн исследования распределения

Распределение R004 изучалось на 50 крысах-сам-
цах линии Wistar (питомник ООО «СМК Стезар») мас-
сой 255 ± 2  г. Субстанция лекарственного средства 
вводилась перорально в дозировке 10 мг/кг. Отбор 
образцов органов проводился через 1, 2, 3, 4, 6, 8, 10, 
12, 16, 24  ч после введения лекарственного средст- 
ва. На каждую точку использовалось по 5 крыс. Жи- 
вотных умертвляли декапитацией. Печень, почки, 
сердце, легкие, селезенку, мозг, пробы кожи и мышц 
бедра немедленно извлекали, обрабатывали жидким  
азотом, взвешивали и гомогенизировали с ацетонит- 
рилом. Полученные гомогенаты хранили в моро- 
зильной камере при температуре не выше –70 °С.

Исследование было одобрено этическим ко-
митетом ЯГПУ им. К. Д. Ушинского (протокол № 1 от 
29.01.2024).

Расчет фармакокинетических параметров

Для каждого органа рассчитывались следующие 
фармакокинетические параметры: R004, M1 и М2 с  
помощью программного пакета R v. 3.3.2, (модуль  
Bear v. 2.7.7): максимальная концентрация (Cmax); вре- 
мя достижения максимальной концентрации (Tmax); 
площадь под кривой «концентрация – время» от мо-
мента введения до последней точки отбора (AUC0–t)  
и до бесконечности (AUC0–∞); среднее резидентное 
время (MRT). Тканевая биодоступность (Ft) рассчиты-
валась с помощью Microsoft Excel 2016.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
В процессе разработки методики была изучена 

стабильность R004 в ацетонитрильных гомогенатах 
органов. Испытание проводилось на образцах с кон-

Таблица 1. Результаты изучения линейности 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 органах крысы

Table 1. The results of studying the linearity of the method of quantification 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 rat organs

Испытание
Test R004 M1 M2

Аналитический диапазон, нг/г
Analytical range, ng/g

2–2000 1–1000 1–1000

Калибровочная зависимость
Calibration dependence

Линейная 
Linear

Линейная 
Linear 

Линейная 
Linear 

Весовой коэффициент
Weighting

1/x 1/x 1/x

Органы крысы
Rat organs a b a b a b

Печень (6 серии)
Liver (6 batches)

0,00040 0,00013 0,00374 0,00111 0,00556 0,00224

Почки (3 серии)
Kidneys (3 batches)

0,00041 0,00025 0,00396 0,00051 0,00523 0,00107

Сердце (3 серии)
Heart (3 batches)

0,00040 0,00017 0,00408 0,00063 0,00522 0,00075

Легкие (3 серии)
Lung (3 batches)

0,00037 0,00026 0,00387 0,00100 0,00551 0,00126

Селезенка (3 серии)
Spleen (3 batches)

0,00037 0,00024 0,00381 0,00094 0,00544 0,00202

Мозг (3 серии)
Brain (3 batches)

0,00037 0,00012 0,00398 0,00105 0,00549 0,00217

Кожа (3 серии)
Skin (3 batches)

0,00039 0,00026 0,00422 0,00116 0,00508 0,00266

Мышцы (3 серии)
Muscles (3 batches)

0,00039 0,00037 0,00424 0,00101 0,00529 0,00171

Примечание. a – средние значения угловых коэффициентов калибровочных кривых; b – средние значения свобод- 
ных коэффициентов калибровочных кривых.

Note. a – mean values of slopes of calibration curves; b – mean values of intercepts of calibration curves. 
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центрацией изучаемого вещества HQC. Для расче-
тов использовался метод внешнего стандарта. Так, 
исследуемое соединение оставалось стабильным в 
течение 24  ч хранения проб гомогенатов при ком-
натной температуре (STS), 3 циклов заморозки/раз-
морозки проб гомогенатов (FTS), а также 24 ч хра-
нения приготовленных проб в автосемплере (ASS) 
(рисунок 2). 

Для оценки степени извлечения (СИ) рабочий  
раствор аналитов добавлялся к кусочкам цельных  
органов, затем проводилась их гомогенизация, про-
боподготовка и количественное определение. Так, СИ 
R004 находилась в диапазоне 89,16–94,13 %, СИ ме- 
таболита М1 – 89,15–94,03 %, СИ метаболита М2  – 
88,67–92,61 %. Данные результаты являются прием- 
лемыми для дальнейшей валидации методики и сви-
детельствуют об отсутствии гидролиза R004 в про- 
цессе механической гомогенизации. Обратной кон-
версии метаболитов в исходную молекулу в процес- 
се хранения и гомогенизации не наблюдалось.

Оценка селективности проводилась на пробах 
каждого изучаемого объекта, полученных от 6  раз-
ных крыс. Правильность и прецизионность опреде-
ления аналитов на уровне концентраций LLOQ при 
этом соответствовала установленным требованиям  
(таблица  3). На хроматограммах холостых образцов 
обнаружены только хроматографические пики в об-
ласти времени удерживания R004: их площадь не 
превышала 10,23 % от площади пиков LLOQ-образ-
ца. Аналитический сигнал других изучаемых веществ 
и внутренних стандартов отсутствовал в интактных 
пробах.

Линейность калибровочных кривых была под-
тверждена в диапазоне 2–2000 нг/г для R004 и в диа- 
пазоне 1–1000 нг/г для метаболитов М1 и М2 (см.  
таблицу  1). При этом 6 аналитических серий были  
выполнены на образцах печени, так как на ней про- 
водился весь объем валидационных испытаний. На 
пробах других органов и тканей проанализированы  
по 3  валидационные серии. Средние значения угло-
вых коэффициентов градуировочных кривых, постро-
енных на гомогенатах разных биологических объек-
тов, были близки (см. таблицу 1).

Изучение эффекта матрицы было выполнено на 
гомогенатах каждого исследуемого органа и ткани,  
полученных от 6 разных животных: анализировались 
по 6  проб на уровнях концентрации LQC и HQC. Ве- 
личина относительного стандартного отклонения 
нормализованного фактора матрицы (NMF) R004, M1  
и М2 в каждой матрице не превышала 15 % (табли-
ца  2). Абсолютные значения NMF у всех аналитов в 
пробах разных органов были близкими и отличались 
менее чем на 15 %. Ввиду отсутствия различий в ре-
зультатах оценки селективности, градуировочной за- 
висимости и эффекта матрицы, проведенных на об-
разцах печени, почек, сердца, легких, селезенки, моз- 
га, кожи и мышц крысы, объем валидационных испы- 
таний был сокращен. Поэтому подтверждение вос- 
производимости при повторном введении, кратко-
срочной стабильности, стабильности после 3-кратной 
заморозки/разморозки, стабильности в автосемпле- 
ре, отсутствия эффекта разведения проводились толь- 
ко на гомогенатах печени. 

Таблица 2. Оценка эффекта матрицы 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 органах крысы

Table 2. Evaluation of matrix effect 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 rat organs

Орган
Organ

Показатель
Parameter

R004 M1 M2
LQC HQC LQC HQC LQC HQC

Печень
Liver

NMF 0,990 0,954 0,977 0,969 0,957 0,961
RSD (NMF), % 1,82 7,92 3,55 2,05 3,22 4,32

Почки
Kidneys

NMF 0,958 0,970 0,979 0,990 0,971 0,939
RSD (NMF), % 3,78 8,15 6,16 4,32 2,35 3,87

Сердце
Heart

NMF 0,984 0,950 0,944 0,960 0,949 0,953
RSD (NMF), % 5,91 3,06 6,03 3,99 5,57 3,23

Легкие
Lung

NMF 0,961 0,977 0,984 0,979 0,959 0,958
RSD (NMF), % 4,54 2,69 2,95 1,75 5,46 4,56

Селезенка
Spleen

NMF 0,990 0,946 0,949 0,962 0,990 0,979
RSD (NMF), % 5,46 4,74 7,06 6,44 1,94 3,47

Мозг
Brain

NMF 0,984 0,957 0,986 0,967 0,939 0,973
RSD (NMF), % 4,24 5,64 2,42 2,45 6,06 3,49

Кожа
Skin

NMF 0,960 0,982 0,979 0,984 0,959 0,941
RSD (NMF), % 4,92 2,27 3,78 3,05 3,12 4,03

Мышцы
Muscles

NMF 0,987 0,978 0,984 0,936 0,987 0,971
RSD (NMF), % 6,46 3,54 4,86 5,77 4,47 3,36
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Рисунок 2. Результаты предварительных испытаний стабильности 3-(2-бутил-5-хлоро-1Н-имидазол-4-ил)-N-[4-ме-
токси-3-(трифторметил)фенил]-4,5-дигидро-1,2-оксазол-5-карбоксамида в гомогенатах органов (со стандартной 
ошибкой среднего).
STS – краткосрочная стабильность; ASS – стабильность в автосемплере; FTS – стабильность после 3 циклов замо-
розки/разморозки; СИ – степень извлечения

Figure 2. Results of preliminary stability tests of 3-(2-butyl-5-chloro-1H-imidazole-4-yl)-N-[4-methoxy-3-(trifluoromethyl)
phenyl]-4,5-dihydro-1,2-oxazole-5-carboxamide in organ homogenates (with the standard error of the mean).
STS – short-term stability; ASS – autosampler stability; FTS – stability after 3 cycles of freezing/thawing; СИ – recovery
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Для подтверждения внутрисерийной правильно- 
сти и прецизионности методики анализировались по  
2  валидационные серии на образцах каждого орга-
на и ткани (таблица 3). Среднее значение относи- 
тельной погрешности определения (δ) каждого ана-
лита находилось в диапазоне ±15 %, а RSD рассчи-
танных концентраций не превышал допустимые 15 %. 
При межсерийной оценке метрологических харак- 
теристик методики были объединены результаты 
всех 16 аналитических серий. Величина δ для R004 

составила 0,17–2,86 %, для М1 – 1,77–2,27 %, для  
М2  – 1,95–3,52 %. Значение RSD полученных данных 
на каждом уровне концентраций составляло менее 
8,99 % (таблица 3). 

При двукратном разведении гомогенатов печени  
с концентрацией аналитов Dil холостым образцом 
правильность и прецизионность результатов сохра- 
нялась на требуемом уровне. Так, δ для R004 соста-
вила –2,27 %, δ для М1 – –1,71 %, δ для М2 – –1,35 %,  
а величина RSD не превышала 15 %. 

Таблица 3. 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 органах и тканях крысы

Table 3. Results of evaluation of accuracy and precision of the method of quantification  
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 rat organs and tissues

Испытание
Test

Концентрация
Concentration

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

Вн
ут

ри
се

ри
йн

ая
 п

ра
ви

ль
но

ст
ь 

и 
пр

ец
из

ио
нн

ос
ть

 
In

tr
ad

ay
 a

cc
ur

ac
y 

an
d 

pr
ec

is
io

n

Печень (2 серии, n = 12)
Liver (2 batches, n = 12)

LLOQ 0,40 6,09 0,79 7,22 4,91 5,90
LQC 3,46 2,52 1,94 4,64 6,13 2,56
MQC 1,37 2,90 6,05 3,30 5,21 3,42
HQC 3,37 3,69 3,88 2,80 4,39 2,72

Почки (2 серии, n = 12)
Kidneys (2 batches, n = 12)

LLOQ 2,61 6,29 2,08 10,37 5,67 7,91
LQC 2,12 3,78 1,21 5,72 4,71 5,08
MQC 2,78 2,58 2,33 6,49 3,89 4,26
HQC 0,81 4,73 -0,03 4,29 0,96 4,58

Сердце (2 серии, n = 12)
Heart (2 batches, n = 12)

LLOQ –1,52 7,40 2,63 8,27 6,07 7,74
LQC 0,50 3,76 0,77 6,88 2,71 5,70
MQC 2,16 4,75 –0,31 6,35 –0,68 5,47
HQC 3,19 4,61 2,44 2,61 2,63 3,97

Легкие (2 серии, n = 12)
Lung (2 batches, n = 12)

LLOQ –5,20 7,04 –7,24 8,41 –5,85 8,16
LQC –3,02 3,89 –2,31 6,54 –2,69 8,21
MQC 1,71 3,37 –0,98 6,13 –0,06 5,02
HQC 1,24 4,74 1,04 2,03 1,77 2,93

Селезенка (2 серии, n = 12)
Spleen (2 batches, n = 12)

LLOQ 0,14 9,39 3,32 10,32 2,26 9,14
LQC 2,66 2,77 2,17 6,01 1,95 5,77
MQC 4,65 4,17 3,80 3,29 3,10 3,50
HQC 5,96 3,63 1,83 2,95 1,64 4,32

Мозг (2 серии, n = 12)
Brain (2 batches, n = 12)

LLOQ 5,61 6,68 8,25 7,85 7,95 7,58
LQC 3,00 2,57 5,01 2,54 3,01 4,74
MQC 3,16 3,01 2,66 5,20 3,86 4,86
HQC 3,20 3,57 2,77 1,64 2,07 2,83

Кожа (2 серии, n = 12)
Skin (2 batches, n = 12)

LLOQ –1,77 6,51 1,09 6,27 3,38 8,13
LQC 1,30 4,13 1,40 6,33 2,13 5,51
MQC –0,73 2,79 –1,12 5,50 –0,36 6,53
HQC –0,16 4,26 –0,11 3,59 –0,62 3,80

Мышцы (2 серии, n = 12)
Muscles (2 batches, n = 12)

LLOQ 1,07 7,87 7,23 5,67 3,80 5,16
LQC 5,22 2,66 6,57 2,96 6,06 3,64
MQC 3,46 4,36 4,89 4,13 4,39 5,48
HQC 5,30 3,77 2,33 4,23 2,79 2,66

Межсерийная правильность и преци- 
зионность (16 серии, n = 96)
Interday accuracy and precision
(16 bathes, n = 96)

LLOQ 0,17 7,58 2,27 8,99 3,52 8,20
LQC 1,90 3,88 2,09 5,71 3,00 5,70
MQC 2,32 3,76 2,17 5,56 2,42 5,19
HQC 2,86 4,44 1,77 3,28 1,95 3,66
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Краткосрочная стабильность, стабильность ана-
литов после 3 циклов заморозки и разморозки в го-
могенатах, а также стабильность аналитов в приго- 
товленных пробах были доказаны на образцах пече- 
ни (таблица  4). Долгосрочная стабильность R004, M1  
и М2 была подтверждена в гомогенатах каждого ис- 
следуемого органа и ткани (таблица 4). Оценка вос- 
производимости при повторном введении прово-
дилась на валидационной серии образцов печени.  
Данная серия анализировалась спустя 36 ч после 
первого введения. Величина δ для R004 была в диа- 
пазоне –0,761–3,761 %, для М1 – 1,08–2,27 %, для  
М2  – 0,29–7,36 %. Значение RSD рассчитанных кон- 
центраций на уровнях LLOQ, LQC, MQC, HQC для  
R004 было менее 11,77 %, для М1  – менее 8,55 %, для 
М2 – менее 8,08 %. Данные результаты отвечают кри- 
териям приемлемости.

После успешной валидации разработанной ме-
тодики проводился анализ испытуемых образцов ор-
ганов и тканей крыс. Действующее вещество обна-
ружено во всех изучаемых биологических объектах 
(таблица  5). Тканевая биодоступность R004 уменьша-
ется в следующем порядке (таблица  5): печень > ко-
жа > почки > легкие > мышцы > сердце > селезенка >  
мозг. Высокие значения данного параметра (1,1–42,2) 
вызваны липофильностью данного соединения. Фар-
макокинетические профили R004 в органах имеют 
мультипиковый характер (рисунок 3), как и фарма- 
кокинетические профили данного соединения в плаз-
ме  [3]. Так, первый пик нарастания концентрации  
наступает через 1 ч после введения, второй пик – че-
рез 4  ч, третий пик – через 8–10 ч (за исключением  
печени). Это связано с энтерогепатической рецирку-
ляцией действующего вещества (таблица 5).

Таблица 4. 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 гомогенатах органов

Table 4. 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 organ homogenates

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 (комнатная 
температура, 24 ч)
Short-term stability (room temperature, 24 h)

3,82 4,87 4,87 4,00 5,48 2,89

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

5,25 5,75 1,75 0,75 0,76 3,13

Стабильность в автосемплере (температу-
ра +4 °С, 48 ч)
Autosampler stability (temperature +4  °С, 
48 h)

2,80 5,61 3,64 2,20 5,48 3,35

Долгосрочная стабильность 
в морозильной камере (не 
выше –70 °С, 30 дней)
Long-term stability at freezer 
(no higher than –70 °C, 30 days)

Печень
Liver

2,53 2,04 5,04 1,16 3,54 2,27

Почки
Kidneys

1,94 2,61 3,62 –1,66 4,71 0,74

Сердце
Heart 

0,95 0,48 0,23 –2,14 3,81 –1,04

Легкие
Lung 

1,16 0,84 0,10 –0,62 –1,16 0,13

Селезенка
Spleen 

2,20 0,57 5,23 0,95 0,52 0,09

Мозг
Brain 

2,71 3,03 4,57 1,20 –3,22 –1,20

Кожа
Skin 

5,60 3,10 5,68 1,37 0,71 2,96

Мышцы
Muscles

4,54 5,52 6,46 2,76 6,02 2,39
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Рисунок 3. Усредненные фармакокинетические кривые (со стандартной ошибкой среднего) 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 метабо-
литов в органах и тканях 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 organs and tissues
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Метаболиты М1 и М2 обнаружены в тканях пе- 
чени, почек, а также в меньших количествах в высо-
коваскуляризированных органах: сердце, селезенке  
и легких (рисунок 3, таблица  5). Следовые количест- 
ва М2 идентифицированы также в коже крыс. Через 
гематоэнцефалический барьер метаболиты не про-
ходят. На фармакокинетических профилях М1 на-
блюдается 3  пика нарастания концентрации, как и  
у действующего вещества (рисунок 3). Величина тка-
невой биодоступности М1 снижается в следующем  
порядке: печень > почки > легкие > сердце > селе- 
зенка. Cmax метаболита М2 в печени достигается спус- 
тя 4  ч после введения препарата. Ее величина со- 
ставляет 582,7 нг/г, что приблизительно в 4 раза  
выше, чем Cmax М1. Такое накопление М2 вызвано  
низким уровнем ренальной экскреции M2  [2]. Тка- 
невая биодоступность М2 изменяется в том же по- 
рядке, что и у М1 (за исключением кожи): пе-
чень > почки > легкие > кожа > сердце > селезенка. 
Таким образом, метаболиты проникают в изучаемые 
биологические объекты хуже действующего вещест- 
ва. Наибольшее содержание М1 и М2 наблюдается  
в органах экскреции.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Биоаналитическая методика определения 3-(2-бу-

тил-5-хлоро-1Н-имидазол-4-ил)-N-[4-метокси-3-(три- 
фторметил)фенил]-4,5-дигидро-1,2-оксазол-5-карбок-
самида и его метаболитов в органах и тканях была 
успешно валидирована и использована при изучении 
распределения субстанции. Действующее вещество 
хорошо распределяется по всем изучаемым органам 
и тканям. Наибольшее содержание R004 наблюдается  
в печени, коже и почках, наименьшее содержание  –  
в головном мозге. Высокие концентрации метаболи-
тов М1 и М2 обнаружены в печени и почках. В серд-
це, легкие и селезенку данные соединения прони- 
кают в значительно меньших количествах. В тканях  
кожи идентифицирован только М2. Концентрации  
М1 и М2 в мышцах и головном мозге находились ни- 
же предела количественного определения методики.
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