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ВВЕДЕНИЕ. Статья является продолжением цикла работ по исследованию 
фармакокинетики нового соединения для лечения открытоугольной глаукомы 
5-[5-(трифторметил)-1,2-оксазол-3-ил]-фуран-2-сульфонамида (TFISA). Распре
деление данного вещества и его метаболитов по органам и тканям ранее 
в доклинических исследованиях не изучалось.
ЦЕЛЬ. Валидация методик определения 5-[5-(трифторметил)-1,2-оксазол-3-ил]- 
фуран-2-сульфонамида и его метаболитов в биологических образцах. Оцен-
ка распределения и тканевой доступности 5-[5-(трифторметил)-1,2-окса-
зол-3-ил]-фуран-2-сульфонамида и его метаболитов в органах и тканях крыс.
МАТЕРИА ЛЫ И МЕТОДЫ. Исследование выполнено на 60 крысах-самцах ли-
нии Wistar. Введение TFISA проводили путем закапывания в каждый глаз 40 мкл 
1% глазной суспензии (около 3,7 мг/кг). Отбор проб печени, почек, легких, мозга, 
сердца, селезенки, кожи, мышц, глаз осуществляли через 1, 2, 4, 8, 12, 24, 48, 72, 
144, 216 ч после инстилляции. На каждую точку использовано по 6 особей. Об-
разцы немедленно гомогенизировали с применением метанола и стабилизиро-
вали добавлением аскорбиновой кислоты. Количественное определение TFISA, 
N-гидрокси-5-[5-(трифторметил)-1,2-оксазол-3-ил]-фуран-2-сульфонамида (М1) 
и N-ацетил-5-[5-(трифторметил)-1,2-оксазол-3-ил]-фуран-2-сульфонамида (М2) 
в образцах выполняли методом высокоэффективной жидкостной хроматогра-
фии с тандемным масс-спектрометрическим детектированием.
РЕЗУЛЬТАТЫ. Полная валидация методик определения 5-[5-(трифторме-
тил)-1,2-оксазол-3-ил]-фуран-2-сульфонамида и его метаболитов была выпол-
нена отдельно для тканей глаз и отдельно для других биологических объектов. 
Тканевая биодоступность (ft) TFISA уменьшалась в следующей последователь-
ности в диапазоне 13,0–0,7: ткани глаза (место введения и действия) > селезен-
ка > легкие ≥ сердце > печень > почки > мозг > кожа ≥ мышцы. Величина ft М1 
снижалась с 52,0 до 2,5 в ряду селезенка ≥ легкие ≥ сердце ≥ печень > почки > 
мозг > мышцы ≥ ткани глаза > кожа. Значения ft М2 были ниже, чем TFISA и M1, 
и уменьшались с 6,4 до 0,3 в ряду печень ≥ почки > сердце > легкие > ткани гла-
за > кожа > селезенка ≥ мышцы > мозг.
ВЫВОДЫ. Валидированные биоаналитические методики успешно применены 
для изучения распределения TFISA и его метаболитов на самцах крыс. Действую-
щее вещество лучше всего проникает в глаза и органы животных с хорошей вас-
куляризацией. Высокая тканевая биодоступность М1 наблюдается в селезенке, 
сердце, легких; высокая тканевая биодоступность М2 — в печени и почках крыс.
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INTRODUCTION. This article continues a series of publications on the pharmaco
kinetics of 5-[5-(trifluoromethyl)-1,2-oxazole-3-yl]-furan-2-sulfonamide (TFISA), 
a novel compound for the treatment of open-angle glaucoma. The distribution of 
TFISA and its metabolites in rat organs and tissues has not been previously studied 
in preclinical trials.
AIM. This study aimed to assess the tissue distribution and bioavailability of 5-[5-(tri-
fluoromethyl)-1,2-oxazol-3-yl]-furan-2-sulfonamide and its metabolites in rat organs 
and tissues and to validate the analytical procedures developed for this purpose.
MATERIALS AND METHODS. The study used 60 male Wistar rats. TFISA was 
administered by bilateral ocular instillation of 1% ophthalmic suspension at a dose 
of 40 μL (approximately 3.7 mg/kg). Tissue samples (liver, kidney, lung, brain, heart, 
spleen, skin, muscle tissue, and eyes) were collected 1, 2, 4, 8, 12, 24, 48, 72, 144, and 
216 h after instillation (from 6 rats at each time point). The samples were immedi-
ately homogenised using methanol and were stabilised with ascorbic acid solutions. 
High-performance liquid chromatography with tandem mass spectrometric detec-
tion was used to quantify TFISA, N-hydroxy-5-[5-(trifluoromethyl)-1,2-oxazole-3-yl]-
furan-2-sulfonamide (M1), and N-acetyl-5-[5-(trifluoromethyl)-1,2-oxazole-3-yl]-fur-
an-2-sulfonamide (M2) in homogenised organ and tissue samples.
RESULTS. This study involved full validation of the analytical procedures de-
veloped for the quantitative determination of TFISA and its metabolites, which 
was conducted separately for eye tissues and other biological samples. The tissue 
bioavailability (ft) of TFISA decreased from 13.0 to 0.7 in the following order: eye 
tissues (administration and action site) > spleen > lungs ≥ heart ≥ liver > kidneys > 
brain > skin ≥ muscles. The ft values for M1 decreased from 52.0 to 2.5 in the follow-
ing order: spleen ≥ lungs ≥ heart ≥ liver > kidneys > brain > muscles ≥ eye tissues > 
skin. The ft values for M2 were lower than those for TFISA and M1 and decreased 
from 6.4 to 0.3 in the following order: liver ≥ kidneys > heart > lungs > eye tissues > 
skin > spleen ≥ muscles > brain.
CONCLUSION. The validated bioassays have been successfully applied to study 
the distribution of TFISA and its metabolites in male rats. TFISA best penetrates into 
the eyes and well-vascularised organs. M1 is highly bioavailable in the spleen, heart, 
and lungs. M2 shows the highest bioavailability in the liver and kidneys of rats.

Keywords: carbonic anhydrase II inhibitor, N-hydroxy sulfonamide; eye drops; rats; HPLC–MS/MS; validation; 
distribution; pharmacokinetics; glaucoma; preclinical studies
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ВВЕДЕНИЕ
Изучение распределения активных веществ и их 
метаболитов в организме лабораторных живот-
ных является обязательным при создании но-
вых лекарственных препаратов. В ходе данного 
исследования оценивают динамику накопле-
ния действующего вещества и его метаболитов 
в органах и тканях, скорость их выведения, вы-
являют возможные области их депонирования, 
что позволяет создать многокамерную фармако-
кинетическую модель1.

Синтезированный нами ингибитор карбоангид-
разы II типа 5-[5-(трифторметил)-1,2-оксазол- 
3-ил]-фуран-2-сульфонамид (TFISA) (I) способен 
эффективно снижать внутриглазное давление 
после местного применения [1], при этом он вса-
сывается в системный кровоток [2]. Так, величи-
на относительной биодоступности TFISA после 
закапывания в глаза крысам 1% суспензии TFISA 
по сравнению с внутрибрюшинной инъекцией со-
ставляет около 90%. После попадания в организм 
сульфонамидная группа действующего вещества 
подвергается гидроксилированию с образова-
нием N-гидрокси-5-[5-(трифторметил)-1,2-оксазол- 
3-ил]-фуран-2-сульфонамида (II) (M1) и ацети- 
лированию с образованием N-ацетил-5-[5-(три- 
фторметил)-1,2-оксазол-3-ил]-фуран-2-сульфо-
намида (III) (М2). Данные вещества, как и дру-
гие ингибиторы карбоангидразы, способны на-
капливаться в эритроцитах, что обуславливает 
их длительное выведение из организма. Так, 

TFISA и его метаболиты присутствовали в про-
бах мочи и фекалий на протяжении 336 ч по-
сле инстилляции его глазной суспензии крысам. 
Основным путем экскреции изучаемых соеди-
нений является ренальный [2]. Исследование 
распределения TFISA и его метаболитов ранее 
не проводили.

N-гидроксиметаболит TFISA способен разла-
гаться в биологических пробах с образованием 
5-[5-(трифторметил)-1,2-оксазол-3-ил]-фуран- 
2-сульфоновой кислоты [2], поэтому для досто-
верного определения концентрации М1 в ор-
ганах крысы необходим подбор специальных 
условий его стабилизации в пробах. Cразу 
после аутопсии животного требуется не-
медленная гомогенизация образцов, наибо-
лее подходящим способом которой является 
механическое измельчение тканей с помощью 
лабораторных шаровых мельниц [3, 4]. Данный 
способ быстрее и универсальнее, чем ультра-
звуковая [5, 6] и ферментативная гомогениза-
ция [7]. Его применение позволяет максималь-
но сократить время перевода М1 в жидкую 
фазу для последующего добавления раство-
ров антиоксиданта. В качестве экстрагентов 
при этом возможно применение воды [8], фи-
зиологических растворов [5, 9], 0,1 М раство-
ра хлорной кислоты [6], фосфатного буферно-
го раствора [3] и других растворителей и их 
смесей [9–11]. При проведении протеомных 
и метаболомных исследований возможна 
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обработка образцов тканей и органов специ-
фическими ингибиторами ферментов [12].

Известны случаи использования антиоксидан-
тов для предотвращения разложения катехола-
минов в пробах мозга крыс. Так, к метанольным 
гомогенатам добавляли 5% раствор аскорби-
новой кислоты [13], данное соединение также 
применяли для количественного определения 
М1 в плазме и моче крыс [2], поэтому возмож-
ность его использования для стабилизации 
N-гидроксипроизводного TFISA необходимо 
оценить в первую очередь.

Цель работы — оценка распределения и ткане-
вой биодоступности 5-[5-(трифторметил)-1,2-
оксазол-3-ил]-фуран-2-сульфонамида и его 
метаболитов в органах и тканях крыс. В задачи 
исследования также входили подбор метода 
стабилизации проб, содержащих N-гидрокси
сульфонамиды, и валидация методик исследо-
вания.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Материалы. Субстанция 5-[5-(трифторме-
тил)-1,2-оксазол-3-ил]-фуран-2-сульфонамида 
и его 1% глазная суспензия (лабораторная серия) 
были произведены в Центре трансфера фарма-
цевтических технологий им. М.В. Дорогова ЯГПУ 
им. К.Д.  Ушинского (г.  Ярославль). Стандартные 
образцы TFISA, его метаболитов, внутреннего 
стандарта 5-[2-(морфолин-4-карбонил)-1,3-ок-
сазол-5-ил]-тиофен-2-сульфонамида (THSA) (IV)  
также были синтезированы и аттестованы в дан-
ной лаборатории. Подтверждение структуры 
и чистоты данных веществ осуществляли мето-
дами спектроскопии ядерного магнитного резо-
нанса, масс-спектрометрии высокого и низкого 
разрешения, инфракрасной спектроскопии, вы-
сокоэффективной жидкостной и газовой хрома-
тографии.

Для исследования использован тандемный 
масс-спектрометрический детектор AB Sciex  
QTRAP 5500 (AB Sciex) в комбинации с жид-
костным хроматографом Agilent 1260 Infinity 
(Agilent Technologies). Для управления 
ВЭЖХ-МС/МС-системой использовано про-
граммное обеспечение «Analyst 1.6.2», для ин-
тегрирования хроматограмм и количественных 
расчетов — «MultiQuant 3.0.5» (AB Sciex).

Методы. Хроматографическое разделение про-
водили в тех же условиях, что и при исследова-
ниях плазмы и крови в работах [2], с применени-
ем хроматографической колонки 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) 

(Agilent Technologies). Подвижная фаза  — 0,1% 
водный раствор муравьиной кислоты (Optima 
LC-MS-Grade, Thermo Fisher Scientific) (компо-
нент А) и метанол (LiChrosolv hypergrade 
for LC-MS, Merck KGaA) (компонент Б). Масс-
спектрометрическое детектирование в режиме 
мониторинга множественных реакций (MRM) 
проводили при тех же условиях и по той же ме-
тодике, что и в работе [2].

Основные растворы с концентрацией 1000 мкг/мл  
готовили путем растворения субстанций TFISA 
(99,1%), его метаболитов М1 (98,2%) и М2 (98,5%) 
и внутреннего стандарта THSA (98,3%) в диме-
тилсульфоксиде (х.ч., АО «Ленреактив») (режим 
хранения — не выше +4 °С). Комбинированные 
рабочие растворы аналитов получали с при-
менением метанола (ос.ч., ООО «ТД «Химмед»»). 
Концентрации изучаемых соединений в калиб-
ровочных образцах (К1–К8), образцах контро-
ля качества (нижнего предела количественного 
определения (НПКО), нижнего (LQC), среднего 
(MQC) и верхнего (HQC) уровня концентраций), 
образцах для проведения теста разведения (Dil) 
представлены в таблице 1.

Пробы каждого органа взвешивали с точностью 
до 0,1 мг. Затем к навескам образцов добавляли 
метанол: к навескам тканей глаз в соотношении 
1:3 (мг  :  мкл), к навескам других объектов — в со-
отношении 1:1 (мг  :  мкл). Гомогенизацию прово-
дили с помощью шарикового гомогенизатора 
Homogenizer Bioprep-6 (Allsheng) двумя сталь-
ными шариками диаметром 5 мм (2 цикла пере-
мешивания по 1 мин, интервал 5 с). Смесь цен-
трифугировали 5 мин при 3000 об./мин (Heraeus 
Multifuge X3R, Thermo Fisher Scientific), затем 
к 95  мкл надосадочной жидкости добавляли 
растворы аскорбиновой кислоты в различных кон-
центрациях и 5 мкл рабочего раствора аналитов. 
Для предотвращения разложения N-гидрокси-
5-[5-(трифторметил)-1,2-оксазол-3-ил]-фуран-2-
сульфонамида к супернатантам гомогенатов тка-
ней глаза добавляли 5% раствор аскорбиновой 
кислоты в соотношении 1:5 (об.  :  об.), к суперна-
тантам гомогенатов других изучаемых органов 
и тканей — 10% раствор аскорбиновой кислоты 
в соотношении 1:1 (об.  :  об.). Полученные образ-
цы хранили при температуре не выше –70 °С (мо-
розильная камера MELING DV-HL218).

Лабораторные животные. Исследование рас-
пределения TFISA и его метаболитов проводи-
ли на 60 крысах-самцах линии Wistar (питомник 
ООО «СМК Стезар», г. Владимир). Масса живот-
ных составила 227±1 г, возраст  — 15  недель. 
Доступ к комбикорму (АО «Гатчинский ККЗ») 
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и воде ограничивали за 4 ч до введения изуча-
емого препарата и 2 ч после введения. Режим 
освещения во время эксперимента: 12 ч — день, 
12 ч — ночь.

Образцы сравнения органов и тканей получали 
от интактных крыс линии Wistar массой более 
350 г после их декапитации.

Валидация биоаналитических методик выпол-
нена с соблюдением требований ЕАЭС и руко-
водства Международного совета по гармони-
зации (International Council for Harmonisation of 
Technical Requirements for Pharmaceuticals for 
Human Use, ICH)2. Испытания тканей глаза крыс 
проводили в полном объеме3, так как для данно-
го объекта при гомогенизации применяли другие, 
нежели в экспериментах с другими тканями, со-
отношения метанола и биологического образца, 
концентрации раствора стабилизатора, объем-

ное соотношение гомогената и раствора ста-
билизатора, также исследования проводились 
в других диапазонах концентрации аналитов.

Селективность, эффект матрицы, линейность, 
долгосрочную стабильность оценивали отдель-
но для каждого органа и ткани. После успеш-
ных испытаний дизайн валидации был оптими-
зирован и количество серий по определению 
правильности и прецизионности сокращено 
до 2 для каждого объекта. Исследования эффек-
та разведения, эффекта переноса из предыду-
щей пробы, воспроизводимости при повторном 
введении, краткосрочной стабильности, ста-
бильности после 3 циклов разморозки/замороз-
ки, стабильности проб в автодозаторе выполня-
ли на образцах печени.

Фармакокинетическое исследование. Глазную 
суспензию 1% TFISA закапывали в каждый глаз 

2	 Решение Совета Евразийской экономической комиссии от 03.11.2016 № 85 «Об утверждении Правил проведения иссле-
дований биоэквивалентности лекарственных препаратов в рамках Евразийского экономического союза».

	 ICH guideline M10 on bioanalytical method validation and study sample analysis. ICH; 2022.
3	 Были проведены все необходимые эксперименты для валидации хроматографических методик испытания. 

Таблица 1. Концентрация изучаемых соединений в образцах органов и тканей крыс с добавкой стандарта

Table 1. Concentrations of the studied compounds in spiked organ and tissue samples

Образец
Sample

Концентрация, нг/г
Concentration, ng/g

TFISA M1 M2

Органы и ткани
Organs and tissues

Глаза
Eyes

Органы и ткани
Organs and tissues

Глаза
Eyes

Органы и ткани
Organs and tissues

Глаза
Eyes

K1 (НПКО / LLOQ) 20 80 2 8 0,1 0,4

K2 100 400 10 40 0,5 2,0

K3 500 2000 50 200 2,5 12,5

K4 2000 8000 200 800 10,0 40,0

K5 5000 20000 500 2000 25,0 100,0

K6 10000 40000 1000 4000 50,0 200,0

K7 15000 60000 1500 6000 75,0 300,0

K8 20000 80000 2000 8000 100,0 400,0

LQC 60 240 6 24 0,3 1,2

MQC 7500 30000 750 3000 37,5 187,5

HQC 17500 70000 1750 7000 87,5 350,0

Dil 35000 140000 3500 14000 175,0 700,0
Таблица составлена авторами по собственным данным / The table is prepared by the authors using their own data 

Примечание. TFISA — 5-[5-(трифторметил)-1,2-оксазол-3-ил]-фуран-2-сульфонамид; M1 — N-гидрокси-5-[5-(трифторметил)-1,2-
оксазол-3-ил]-фуран-2-сульфонамид; М2 — N-ацетил-5-[5-(трифторметил)-1,2-оксазол-3-ил]-фуран-2-сульфонамид; К1–К8 — ка-
либровочные образцы; НПКО — нижний предел количественного определения; LQC, MQC, HQC — образцы контроля качества 
нижнего, среднего и верхнего уровня концентраций; Dil — концентрация для оценки эффекта разведения.
Note. TFISA, 5-[5-(trifluoromethyl)-1,2-oxazole-3-yl]-furan-2-sulfonamide; M1, N-hydroxy-5-[5-(trifluoromethyl)-1,2-oxazole-3-yl]-furan-2-
sulfonamide; M2, N-acetyl-5-[5-(trifluoromethyl)-1,2-oxazole-3-yl]-furan-2-sulfonamide; K1–K8, calibration samples; LLOQ, lower limit of 
quantification; LQC, low concentration quality control sample; MQC, middle concentration quality control sample; HQC, high concentration 
quality control sample; Dil, concentration for the dilution integrity test.
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в объеме около 40 мкл, что соответствовало 
дозировке 3,7 мг/кг, использовавшейся в ранее 
проведенных исследованиях [2]. Отбор образ-
цов печени, почек, легких, мозга, сердца, селе-
зенки, кожи, мышц, глаз осуществляли спустя 1, 
2, 4, 8, 12, 24, 48, 72, 144, 216 ч после инстил-
ляции препарата. На каждую временную точку 
использовали по 6  особей. Крыс эвтаназирова-
ли декапитацией с применением лабораторной 
гильотины (ООО «НПК Открытая Наука») сразу 
после обязательной анестезии ингаляцией ди-
этиловым эфиром (х.ч., ООО «Кузбассоргхим»)4. 
Данное средство, как и изофлуран, не влияет 
на активность печеночных ферментов, что не ис-
кажает результаты исследований фармакокине-
тики [14].

Животных немедленно подвергали аутопсии: 
вскрывали брюшную полость, извлекали сердце, 
затем легкие, селезенку, печень и почки. Далее 
получали образцы глаз и головного мозга после 
вскрытия черепной коробки5 [15]. Последними 
отбирали образцы кожи и мышц бедра [16]. 
Разделение глаза на отдельные ткани не про-
водили, что связано с небольшим размером 
цилиарного тела, в которое должно проникнуть 
действующее вещество для подавления актив-
ности карбоангидразы II [17, 18], что не позво-
лит получить достаточный для анализа объем 
биоматериала. Для подобных исследований, 
как правило, используют более крупных живот-
ных — кроликов [19–21].

Изучаемые органы и ткани промывали деи-
онизированной водой для удаления остат-
ков крови с поверхности, обрабатывали 
жидким азотом, взвешивали с точностью 
до 0,1 мг, затем гомогенизировали и стабилизи-
ровали по описанной выше методике. Затем об-
разцы замораживали и хранили при температу-
ре не выше –70 °С (морозильная камера MELING 
DV-HL218). Исследование одобрено этическим 
комитетом ЯГПУ им. К.Д. Ушинского (протокол 
№ 2 от 10.10.2023).

Фармакокинетические параметры оценива-
ли с применением программного пакета R 
v. 3.3.2 (модуль Bear v. 2.7.7) (R-Project)6. Фарма
кокинетические кривые строили по средним 
значениям концентраций изучаемых соедине-
ний в каждой временной точке, по ним рассчи-
тывали: максимальную концентрацию аналита 
в органе или ткани (Cmax); время достижения 

максимальной концентрации аналита в орга-
не или ткани (Tmax); площадь под фармакоки-
нетической кривой с точки приема препарата 
до точки отбора (AUC0-t); площадь под фармако-
кинетической кривой с точки приема препарата 
до бесконечности (AUC0-∞); период полувыведе-
ния аналита из органа или ткани (Т1/2Т); среднее 
время удержания аналита в органе или ткани 
(MRTТ).

Тканевую биодоступность (ft ) изучаемых соедине-
ний по отношению к плазме крови рассчитывали 
по формуле (1).

	
ft= ,

AUC0–∞(орган)
AUC0–∞(плазма) 	

(1)

где AUC0–∞(орган)  — площадь под фармакоки-
нетической кривой с точки приема препарата 
до бесконечности в изучаемом органе или ткани, 
AUC0–∞(плазма)  — площадь под фармакокинети-
ческой кривой с точки приема препарата до бес-
конечности в плазме (по данным [2]).

Статистические методы. Описательная стати-
стика (среднее арифметическое (M), стандарт-
ное отклонение (SD), относительное стандартное 
отклонение (RSD), стандартная ошибка средне-
го (SEM)) выполнена с помощью программного 
обеспечения «Statsoft Statistica 10.0.1011».

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Исследование стабильности проб. Перед валида-
цией методики определения содержания TFISA 
и его метаболитов проведены предварительные 
испытания краткосрочной стабильности (STS), 
стабильности при замораживании/оттаивании 
(FTS) TFISA в гомогенатах органов и его стабиль-
ности в пробах, находящихся в автодозаторе 
(ASS). Для приготовления гомогенатов выбран 
метанол, как и в случае определения аналитов 
в фекалиях [2]. Концентрация аналитов в пробах 
находилась на уровне HQC. Было изучено влия-
ние добавок 5 и 10% растворов аскорбиновой 
кислоты (АА) на стабильность M1. На начальной 
стадии анализировали по 2 пробы каждого био-
логического объекта с применением растворов 
АА обеих концентраций. В экспериментах были 
последовательно использованы объемные со-
отношения 1:5, 1:2 и 1:1 (раствор АА  :  гомоге-
нат). Условия стабилизации образца считались 
подобранными, если количество М1, определя-
емое в пробах после процедуры стабилизации, 

4	 Рекомендация Коллегии Евразийской экономической комиссии от 14.11.2023 № 33 «О Руководстве по работе с лабора-
торными (экспериментальными) животными при проведении доклинических (неклинических) исследований». 

5	 Беляева ЕВ, Гущин ЯА, Устенко ЖЮ. Рекомендации по проведению некропсии лабораторных животных. СПб.: Дом фарма-
ции; 2023. 

6	 https://cran.r-project.org/
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составляло 85–115% от начального значения М1. 
Для подтверждения найденных условий прово-
дили дополнительно по 4 эксперимента на об-
разцах каждого органа и ткани.

В случае менее концентрированных гомоге-
натов глаз приемлемая стабильность была 
достигнута добавлением 5% раствора АА 
в объемном соотношении раствор АА  :  гомо-
генат 1:5. Разложение М1 в образцах печени, 
почек, селезенки, сердца, головного мозга, 
легких, кожи и мышц удалось предотвратить 
путем добавления 10% раствора АА в соот-
ношении раствор АА  : гомогенат 1:1. Также 
была подтверждена стабильность M1 в слу-
чае гомогенизации в отсутствие стабилиза-
торов (SPS): к навеске неизмельченной ткани 
добавляли рабочий раствор аналитов с кон-
центрацией HQC (табл.  1) из расчета 0,1 мкл 
на 1 мг ткани (0,2 мкл на 1 мг в случае глаз), 
а затем метанол в пропорциях 1:3 (мг образца 
тканей глаз  :  мкл метанола) и 1:1 для осталь-
ных органов (мг образца  :  мкл метанола) (за 
вычитанием объема добавленного рабочего 
раствора) (рис. 1 «Стабильность N-гидрокси-5-
[5-(трифторметил)-1,2-оксазол-3-ил]-фуран-2-
сульфонамида в пробах биологического матери-
ала», опубликован на сайте журнала7). В ходе 
экспериментов проводили 6 циклов измельче-
ния по 1 мин с интервалом 5 с вместо 2 циклов, 
рекомендованных при проведении описанной 
выше пробоподготовки. Содержание М1, TFISA 
и М2 сразу после гомогенизации в испытании 
SPS укладывалось в требуемый диапазон 85–
115% от начальной концентрации.

Эффект матрицы также оценивали на гомогена-
тах каждого исследуемого органа и ткани. Было 
проанализировано по 6 образцов на нижнем 
и верхнем уровнях концентрации. RSD норма-
лизованного матричного коэффициента (NMF) 
TFISA, M1 и M2 каждого изучаемого объекта 
не превышал 15% (табл.  2 «Оценка статисти-
ческих характеристик методики количествен-
ного определения 5-[5-(трифторметил)-1,2-ок-
сазол-3-ил]-фуран-2-сульфаниламида и его 
метаболитов в гомогенатах образцов биоло-
гических тканей крыс», опубликована на сайте 
журнала8). Абсолютные значения NMF аналитов 
во всех матрицах были близки. Их расхождение 
составляло менее 15%.

Оценку селективности проводили на образцах 
каждого исследуемого объекта. На хромато-
граммах холостых проб пики идентифицирова-
лись только на MRM-переходах TFISA. Величина 
их площади составляла 1,5–12,5% от площади 
пика TFISA на соответствующей хроматограм-
ме образца, содержащего аналиты на уровне 
НПКО. Хроматографических пиков в области 
времени удерживания метаболитов М1 и М2, 
а также THSA не обнаружено (рис. 2 «Примеры 
хроматограмм холостого образца печени крысы 
и печени образца, содержащего 5-[5-(трифтор-
метил)-1,2-оксазол-3-ил]-фуран-2-сульфаниламид 
и его метаболиты на уровне концентраций уровне 
нижнего предела количественного определения», 
опубликован на сайте журнала9). Относительная 
погрешность количественного определения 
анализируемых веществ на уровне НПКО в каж-
дом изучаемом органе и ткани составляла ±20% 
от теоретического значения, коэффициент вари-
ации рассчитанной концентрации не превышал 
20% (табл. 3 «Оценка правильности и преци-
зионности метода количественного определения 
5-[5-(трифторметил)-1,2-оксазол-3-ил]-фуран-2-
сульфаниламида и его метаболитов в гомогена-
тах образцов биологических тканей крыс», опуб-
ликована на сайте журнала10).

Линейность калибровочных кривых в экспери-
ментах с использованием гомогенатов, полу-
ченных при добавке 10% раствора AA в объем-
ном соотношении (раствор AA  :  гомогенат) 
1:1, была доказана в диапазоне 20–20000 нг/г 
для TFISA, 2–2000 нг/г для M1 и 0,1–100,0 нг/г 
для M2 (табл. 211). Было проанализировано 6 се-
рий образцов печени, поскольку на этой матри-
це было выполнено бóльшее количество вали-
дационных тестов. Гомогенаты почек, сердца, 
селезенки, легких, мозга, кожи и мышц были 
использованы для проведения трех серий ва-
лидационных исследований (внутрисерийные 
исследования правильности и прецизионности, 
селективность, долгосрочная стабильность). 
Средние значения наклонов калибровочных 
кривых, полученных на образцах исследуемых 
биологических объектов, были близки (табл. 212).

Таким образом, по результатам испытаний се-
лективности, линейности и эффекта матрицы 
значительных различий между гомогенатами 
разных органов, приготовленными с добавкой 

7	 https://doi.org/10.30895/1991-2919-2025-743-annex
8	 https://doi.org/10.30895/1991-2919-2025-743-annex
9	 https://doi.org/10.30895/1991-2919-2025-743-annex 
10	https://doi.org/10.30895/1991-2919-2025-743-annex
11	https://doi.org/10.30895/1991-2919-2025-743-annex
12	https://doi.org/10.30895/1991-2919-2025-743-annex
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10% раствора AA в объемном соотношении 
(раствор AA  :  гомогенат) 1:1, не выявлено, поэто-
му объем дальнейших валидационных тестов 
был сокращен.

Оценка внутрисерийной правильности и преци-
зионности методики осуществлена путем ана-
лиза 2 валидационных серий для каждого вида 
биоматериала (печени, почек, селезенки, сердца, 
легких, мозга, кожи и мышц). Среднее значение 
относительной погрешности количественного 
определения (δ) TFISA, M1 и M2 в пробах с концен-
трациями НПКО, LQC, MQC, HQC составляло ±15%. 
Значение RSD результатов на каждом уровне кон-
центрации не превышало 15%. Межсерийная пра-
вильность и прецизионность рассчитана путем 
объединения данных, полученных в ходе всех 
16 валидационных серий. Величина δ для TFISA 
составляла 0,73–2,42%, для M1  — 1,18–2,57%, 
для M2 — 0,90–1,89%. Значение RSD по результа-
там всех испытаний на каждом уровне концен-
трации не превышало 10,05% (табл. 313).

Метрологические характеристики методи-
ки сохранялись на требуемом уровне по-
сле двукратного разведения гомогенатов 
печени с концентрацией Dil (табл. 1) чи-
стым гомогенатом. Величина δ для TFISA, 
M1 и М2 составила –3,11; –2,44; –1,45% соответ-
ственно, а значение RSD рассчитанных концен-
траций не превышало 15%. Воспроизводимость 
результатов при повторном введении оценива-
ли на образцах печени. Серия данных проб была 
успешно проанализирована через 48 ч после 
первой инжекции (табл. 314).

Валидационные тесты для образцов глаза были 
проведены в полном объеме. Аналитический 
диапазон для определения TFISA, M1 и М2 со-
ставил 80–80000; 8–8000, 0,4–400,0 нг/г, соот-
ветственно. Результаты исследования селектив-
ности, прецизионности и правильности, эффекта 
разведения, воспроизводимости при повторном 
введении, эффекта матрицы соответствовали 
критериям приемлемости15 (табл. 4 «Результаты 
валидации методики определения 5-[5-(трифтор-
метил)-1,2-оксазол-3-ил]-фуран-2-сульфонамида 
и его метаболитов в глазах крыс», опубликована 
на сайте журнала16).

Стабильность анализируемых веществ в мета-
нольных гомогенатах с объемным соотношением 
1:1 (раствор АА  :  гомогенат) в ходе валидацион-
ных тестов STS, FTS и ASS была подтверждена 
на образцах печени (табл. 5 «Исследование ста-
бильности 5-[5-(трифторметил)-1,2-оксазол-3-ил]- 
фуран-2-сульфонамида и его метаболитов в го-
могенатах органов крыс», опубликована на сайте 
журнала17). Относительная погрешность TFISA, 
M1 и M2 находились в пределах допустимо-
го диапазона ±15%1. Результаты STS, FTS и ASS 
для образцов глаза (гомогенаты в соотношении 
1:3 (масса ткани  :  объем метанола)) также были 
приемлемыми. Исследование стабильности 
в условиях длительного хранения (LTS) было 
успешно проведено для всех исследуемых орга-
нов и тканей. Качественные и количественные 
различия ферментативных систем и состава эндо-
генных соединений печени, почек, легких, голов-
ного мозга, сердца, селезенки, кожи, мышц, глаза 
не влияли на стабильность N-гидроксиметаболита.

Для исследования распределения TFISA в ор-
ганизме крыс были выбраны органы экскреции 
(печень и почки); органы с хорошей (сердце, 
легкие, селезенка), умеренной (мышцы), сла-
бой васкуляризацией (кожа); места инстилляции 
и действия (глаза)18. Для оценки возможности 
проникновения через гематоэнцефалический 
барьер и взаимодействия с карбоангидразой 
в тканях центральной нервной системы прово-
дили количественное определение аналитов 
в головном мозге крыс. Рассчитанные в ходе экс-
периментов значения фармакокинетических па-
раметров изучаемых соединений представлены 
в таблице 6 «Фармакокинетические параметры 
5-[5-(трифторметил)-1,2-оксазол-3-ил]-фуран-2-
сульфонамида и его метаболитов в органах и тка-
нях крыс» (опубликована на сайте журнала19).

TFISA хорошо распределяется по изучае-
мым органам и тканям. Tmax в исследуемых 
объектах, за исключением глаз и кожи, до-
стигается через 12 ч после введения препа-
рата (рис. 4a «Фармакокинетические кривые 
5-[5-(трифторметил)-1,2-оксазол-3-ил]-фуран-
2-сульфаниламида в органах и тканях крыс», 
опубликован на сайте журнала20). Наибольшая 
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концентрация TFISA в месте действия наблюда-
лась спустя 1 ч после введения, в течение после-
дующего часа наблюдалось ее резкое снижение. 
Спустя 24–72 ч в пробах глаз фиксировались 
следовые количества TFISA, а спустя 72 ч со-
держание было ниже предела количественного 
определения методики (рис. 4b21). Наибольшая ft 
действующего вещества выявлена в тканях глаз, 
а также в селезенке. Высокие величины ft наблю-
дали в хорошо васкуляризированных органах — 
сердце и легких, низкие величины ft — в тканях 
с умеренным и слабым кровотоком  — мышцах 
и коже (рис. 3).

Максимальная концентрация N-гидроксипроиз
водного TFISA в изучаемых биопробах, в том  
числе в месте введения, достигается спустя 12 ч  
после инстилляции. Раннего Tmax у М1 в гла-
зах не наблюдалось, в отличие от М2 (рис. 5a 
«Фармакокинетические кривые метаболитов 
5-[5-(трифторметил)-1,2-оксазол-3-ил]-фуран-
2-сульфаниламида в органах и тканях крыс», 
опубликован на сайте журнала22). Вероятно, фер-
ментные системы данного органа не вносят 
значительный вклад в N-гидроксилирование 
сульфонамидной группы TFISA, следовательно, 
данный метаболит преимущественно образу-
ется в печени. Значение ft М1 в органах и тка-
нях в несколько раз выше, чем у действующего 

вещества. Лучше всего N-гидроксиметаболит 
проникает в органы с хорошей васкуляризацией 
и интенсивным кровотоком — селезенку, легкие 
и сердце. Величина ft N-гидроксипроизводного 
в печени и почках ниже: 39,8 и 26,8 соответ-
ственно. Основной метаболит также проходит 
через гематоэнцефалический барьер. Самое 
низкое значение ft для данного соединения на-
блюдали в коже. В глаза М1 проникает хуже, чем 
TFISA: величина ft М1 на ~30% ниже (табл. 623). 
Продолжительность периода полувыведения 
основного метаболита из изучаемых объектов 
также большая, за исключением глаз.

Величина Tmax N-ацетилпроизводного TFISA 
в большинстве изучаемых органов и тканей до-
стигается в точке 12 ч (рис. 5b24), максимальная 
концентрация M2 в глазах достигается рань-
ше — через 4 ч после инстилляции, а затем на-
чинает резко снижаться (табл. 625) и через 24 ч 
М2 в месте введения не детектируется. Схожая 
ситуация наблюдалась в случае TFISA. Это может 
указывать на начало ацетилирования действую-
щего вещества еще в тканях глаза. Так, в данном 
органе подтверждена высокая ферментативная 
активность как N-ацетилтрансферазы [23], так 
и S9-фракции [24]. После полного выведения 
из области нанесения суспензии ацетилиро-
вание TFISA продолжается в печени, поэтому 

21	https://doi.org/10.30895/1991-2919-2025-743-annex
22	https://doi.org/10.30895/1991-2919-2025-743-annex
23	https://doi.org/10.30895/1991-2919-2025-743-annex
24	https://doi.org/10.30895/1991-2919-2025-743-annex
25	https://doi.org/10.30895/1991-2919-2025-743-annex

Рисунок подготовлен авторами по собственным данным / The figure is prepared by the authors using their own data

Рис. 3. Тканевая биодоступность 5-[5-(трифторметил)-1,2-оксазол-3-ил]-фуран-2-сульфаниламида и его метаболитов. TFISA — 
5-[5-(трифторметил)-1,2-оксазол-3-ил]-фуран-2-сульфонамид; M1 — N-гидрокси-5-[5-(трифторметил)-1,2-оксазол-3-ил]-фуран-
2-сульфонамид; М2 — N-ацетил-5-[5-(трифторметил)-1,2-оксазол-3-ил]-фуран-2-сульфонамид

Fig. 3. Tissue bioavailability of TFISA and its metabolites. TFISA, 5-[5-(trifluoromethyl)-1,2-oxazole-3-yl]-furan-2-sulfonamide; M1, 
N-hydroxy-5-[5-(trifluoromethyl)-1,2-oxazole-3-yl]-furan-2-sulfonamide; M2, N-acetyl-5-[5-(trifluoromethyl)-1,2-oxazole-3-yl]-furan-2-
sulfonamide
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М2 обнаруживается в пробах печени, почек, 
а также сердца и легких на протяжении всего 
эксперимента. M2 после образования распреде-
ляется по организму крыс хуже, чем TFISA и М1. 
Наибольшая величина ft у минорного метаболи-
та наблюдалась в печени и почках. Значение ft 
в селезенке у М2 одно из самых низких, в отличие 
от TFISA и М1. Так же плохо N-ацетилметаболит 
проникает в мышцы и головной мозг. Период по-
лувыведения N-ацетилпроизводного длитель-
ный только в органах, в которых наблюдали вы-
сокие величины ft более 1,9.

Для TFISA и его метаболитов характерен дли-
тельный период полувыведения из изученных 
органов и тканей, как и из биологических жид-
костей [2]. Это вызвано накоплением в эритро-
цитах действующего вещества. Так, ft для крови 
у TFISA и у М1 составляет около 50, а у М2 — око-
ло 2 (рассчитано по данным [2, 3]). Время дости-
жения максимальной концентрации действу-
ющего вещества в исследуемых биообъектах 
наступало спустя 12 ч после введения (рис. 426), 
что значительно позже, чем в биологических 
жидкостях крыс. Вероятно, TFISA постепенно 
высвобождается из эритроцитов и проникает 
в органы и ткани, особенно с интенсивным кро-
вотоком. В точке 12 ч также наблюдали Сmax 
метаболита М1, что связано с повышением 
экспозиции TFISA в печени (рис. 527). При этом 
N-гидроксиметаболит попадает в кровь и в хо-
рошо васкуляризованные органы в сопостави-
мых количествах [2].

N-ацетилпроизводное, вероятно, образует-
ся уже в месте инстилляции. Его накопление 
не происходит из-за сравнительно низкого 
сродства к эритроцитам и быстрого выведения 
с мочой. Так, максимальная скорость его ре-
нальной экскреции приходилась на промежуток 
4–12 ч после инстилляции [2]. Резкое падение 
концентрации и отсутствие М2 в пробах тканей 
глаз спустя 24 ч после введения (рис. 5b28) ука-
зывает на то, что N-ацетилметаболит не попа-
дает обратно в ткани из системного кровотока. 
Величина ft М2 в хорошо васкуляризованных 
органах значительно ниже, чем у TFISA и М2. 
Наибольшая экспозиция данного соединения 
зафиксирована в органе образования — печени 
и органе выведения [2] — почках.

Таким образом, TFISA и его основной метаболит 
М1 интенсивно распределялись в ряд органов 
и тканей. В глазах концентрации действующего 
вещества свыше 3000 нг/г сохраняются в тече-
ние 12 ч после закапывания глазной суспензии. 
Фармакологический эффект сохраняется даже 
при следовых количествах TFISA в точке 24 ч [1], 
что позволяет использовать данный препарат 
1 раз в сутки. Тканевая биодоступность М2 в со-
ответствующих объектах хуже, чем у TFISA и М1. 
Наибольшее содержание N-ацетилметаболита вы-
явлено в органах экскреции — печени и почках.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Разработанные биоаналитические методики 
количественного определения TFISA и его мета-
болитов были успешно валидированы и исполь-
зованы для определения содержания действу-
ющего вещества и его метаболитов в органах 
и тканях крыс. Установлена необходимость 
стабилизации проб путем немедленной обра-
ботки метанолом с последующим добавлени-
ем водных растворов аскорбиновой кислоты 
для предотвращения разложения N-гидрокси-
5-[5-(трифторметил)-1,2-оксазол-3-ил]-фуран-
2-сульфаниламида. Концентрации действую-
щего вещества и его N-гидроксипроизводного 
в сердце, легких, селезенке, имеющих хоро-
шую васкуляризацию и интенсивный крово-
ток, выше, чем в органах экскреции, что может 
быть связано с их накоплением в эритроцитах. 
Для лекарственных средств местного действия 
это является нежелательным явлением, однако 
в случае репозиционирования 5-[5-(трифторме-
тил)-1,2-оксазол-3-ил]-фуран-2-сульфанилами-
да длительный период полувыведения поз-
волит увеличить интервалы между приемами. 
Для N-ацетилметаболита, который менее скло-
нен к депонированию, наибольшее содержание 
наблюдали в печени и почках.

Таким образом, в рамках выполненного цик-
ла исследований выявлены особенности фар-
макокинетики 5-[5-(трифторметил)-1,2-окса-
зол-3-ил]-фуран-2-сульфаниламида у крыс 
при однократном введении. Задачами дальней-
шего изучения являются оценка кумуляции дан-
ного соединения после многократного примене-
ния, а также изучение системной экспозиции 
на втором виде животного — кроликах.

26	https://doi.org/10.30895/1991-2919-2025-743-annex
27	https://doi.org/10.30895/1991-2919-2025-743-annex
28	https://doi.org/10.30895/1991-2919-2025-743-annex
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