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РАЗРАБОТКА МЕТОДИКИ КОНТРОЛЯ СОПУТСТВУЮЩИХ ПРИМЕСЕЙ В  

СУБСТАНЦИИ 7-(4-ФТОР-БЕНЗИЛ)-3-ТИОКСО-2,3-ДИГИДРО[1,2,4]ТРИАЗОЛО[4,3-а] 

ПИРАЗИН-8(7Н)-ОНА 
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Контроль чистоты субстанций для фармацевтического применения является необходимой частью со-

временных требований к субстанциям на стадии фармацевтической разработки. 

Цель. Целью работы была разработка и валидация методики определения сопутствующих примесей в 

новой субстанции 7-(4-фторбензил)-3-тиоксо-2,3-дигидро[1,2,4]-триазоло[4,3-а]пиразин-8(7Н)-она ме-

тодом высокоэффективной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ). 

Методы. Среди фармакопейных методов анализа был выбран метод ВЭЖХ, как наиболее чувствитель-

ный и селективный инструментальный метод анализа, который позволяет контролировать сопут-

ствующие примеси в данной субстанции. 

Результаты. Разработана методика определения сопутствующих примесей новой субстанции  

7-(4-фторбензил)-3-тиоксо-2,3-дигидро[1,2,4]-триазоло[4,3-а]пиразин-8(7Н)-она. Определены валида-

ционные характеристики и экспериментально подтверждено их соответствие необходимым критери-

ям приемлемости. 

Выводы. Результаты проведенных исследований свидетельствуют о том, что разработанная методи-

ка соответствует современным требованиям к аналитическим методикам на предельное содержание 

примесей и позволяет однозначно характеризовать содержание примесей в новом АФИ 

Ключевые слова: [1,2,4]триазоло[4,3-а]пиразин, сопутствующие примеси, метод высокоэффективной 

жидкостной хроматографии, валидационные критерии 

 

Purity control of pharmaceutical substances is an essential part of the modern requirements for substances on 

the stage of pharmaceutical development. 

Aim. The aim of research was to develop and validate the procedure for determination of related impurities in 

the new substance of 7-(4-fluoro-benzyl)-3-tioxo-2,3-dihydro[1,2,4]triazolo[4,3-а]pyrazin-8(7н)-one by the 

method of high-performance liquid chromatography (HPLC). 

Methods. HPLC method has been chosen among other methods since this high sensitive and selective analytical 

method allows monitoring related impurities in the given substance. 

Results. The method for determination of related impurities in the new substance of 7-(4-fluoro-benzyl)-3-tioxo-

2,3-dihydro[1,2,4]triazolo[4,3-а]pyrazin-8(7н)-one has been developed. Validation characteristics have been 

determined, and their compliance with the relevant eligibility criteria has been experimentally verified.  

Conclusion. The results of research show that the developed method meets the modern requirements for analyti-

cal methods of the content of impurities limit determination and allows clearly characterize the content of impu-

rities in the new API 

Keywords: [1,2,4]triazolo[4,3-а]pyrazin, related impurities, the method of high-performance liquid chromatog-

raphy, validation criteria 

 

 

1. Введение 

Производные [1,2,4]триазоло[4,3-а]пиразина 

привлекают внимание ученых как перспективный 

класс потенциально активных фармакологических 

агентов. Данные соединения проявляют широкий 

спектр биологического действия [1–4].  

Исследования в терапии онкопатологий пока-

зали, что производные [1,2,4]триазоло[4,3-а]пиразина 

являются ингибиторами тирозинкиназовых рецепто-

ров [5], которые, в свою очередь, являются ключе-

выми цепочками в патогенезе рака. Поэтому синтез, 

изучение фармакологической активности, а также 

разработка методик контроля качества субстанций на 

основе указанного скелета является важной задачей 

фармацевтической химии. 

2. Постановка проблемы в общем виде, ак-

туальность темы и ее связь с важнейшими науч-

ными и практическими вопросами 

Как объект исследования была выбрана новая 

субстанция 7-(4-фторбензил)-3-тиоксо-2,3-дигидро[1, 

2,4]триазоло[4,3-а]пиразин-8(7Н)-он. По результатам 

микробиологического скрининга именно данное ве-

щество показало наилучшие результаты противомик-

робной и противогрибковой активности среди иссле-

дованных 3-тиоксопроизводных [1,2,4]триазоло[4,3-

а]пиразина, следовательно, является перспективным 

как потенциальное антибактериальное и фунгицид-

ное средство. 

Разработка методик контроля качества субстан-

ций является актуальной задачей при создании новых 

активных фармацевтических ингредиентов (АФИ). 
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3. Анализ последних исследований и публи-

каций, в которых начато решение данной проблемы 

Основным документом, регламентирующим 

требования к показателям, по которым контролиру-

ется качество АФИ, является Государственная Фар-

макопея Украины (ГФУ). Испытания на примеси – 

доказательство того, что каждое испытание на при-

меси позволяет однозначно характеризовать содер-

жание примесей в образце (например, испытание 

«Сопутствующие примеси»). Испытания, предназна-

ченные для контроля примесей, могут быть как коли-

чественными, так и предельными. Назначение этих 

испытаний – характеризовать чистоту образца [6]. 

В соответствии с требованиями ГФУ при раз-

работке аналитических методик на предельное со-

держание примесей в субстанции необходимо опре-

делить валидационные характеристики и экспери-

ментально подтвердить их соответствие необходи-

мым критериям приемлемости.  

 

4. Выделение не решенных ранее частей 

общей проблемы, которой посвящена статья 

В соответствии со схемой синтеза в субстанции 

7-(4-фторбензил)-3-тиоксо-2,3-дигидро-[1,2,4]триазо- 

ло[4,3-а]пиразин-8(7Н)-она могут присутствовать 

примеси, которые приведены в табл. 1. 

 

Таблица 1 

Примеси субстанции 7-(4-фторбензил)-3-тиоксо-2,3-дигидро[1,2,4]-триазоло[4,3-а]пиразин-8(7Н)-она 
Примесь Химическое название Химическая структура 

Примесь А 
1-(4-фторобензил)-3-

гидразинопиразин-2(1Н)-он 
N

N

O

N
H

NH
2

F
 

Примесь В 

7-(4-фторбензил)- 

[1,2,4]триазоло[4,3-а]-пиразин-

3,8(2Н,7Н)-дион 

N

N

O

N

NH

O

F

 
Примесь С – (неидентифицирована) 

 

Примесь А – 1-(4-фторбензил)-3-гидразино-пи- 

разин-2(1Н)-он является полупродуктом при синтезе 

соответствующих 3-тиоксопроизводных [1,2,4]три-

азоло[4,3-а]пиразина; примесь В – 7-(4-фтор-бензил)-

[1,2,4]триазоло[4,3-а]пиразин-3,8(2Н,7Н) -дион явля-

ется примесью разложения субстанции (окисление 

при несоответствующих условиях хранения и т. п.); 

примесь С – неидентифицированная. 

Для хроматографического анализа гетероцик-

лических соединений наиболее приемлемым является 

обращенно-фазовый вариант метода ВЭЖХ [7–9]. 

Поэтому исследование примесей в субстанции было 

предложено проводить методом ВЭЖХ, так как с 

помощью данного селективного метода можно кон-

тролировать полупродукты и побочные продукты 

(примеси синтеза), а также продукты разложения 

(примеси разложения).  

В соответствии с требованиями ГФУ для под-

тверждения соответствия методики определения со-

путствующих примесей в субстанции методом 

ВЭЖХ критериям приемлемости необходимо прово-

дить валидационные исследования по определению 

ее специфичности и предела обнаружения [6]. 

 

5. Формулирование целей (задачи) 

Целью работы была разработка и валидация ме-

тодики определения сопутствующих примесей в новой 

субстанции 7-(4-фторбензил)-3-тиоксо-2,3-дигидро[1,2, 

4]-триазоло[4,3-а]пиразин-8(7Н)-она методом высоко-

эффективной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ). 

 

6. Изложение основного материала исследо-

вания (методов и объектов) с обоснованием полу-

ченных результатов 

Разработку методики определения сопутству-

ющих примесей в АФИ проводили методом ВЭЖХ 

на жидкостном хроматографе Varian ProStar (США). 

Хроматографическое разделение проводили при изо-

кратическом элюировании с использованием по-

движной фазы уксусная кислота ледяная – метанол – 

вода для хроматографии (1:69:30, об/об/об) на колон-

ке, которая заполнена силикагелем октадецилси-

лильным эндкипированным.  

На основании полученных экспериментальных 

данных в проект методов контроля качества лекар-

ственного средства (МКК ЛС) была введена методи-

ка определения сопутствующих примесей в АФИ в 

следующей редакции: 

Сопутствующие примеси. 

Определение проводят методом жидкостной 

хроматографии (ГФУ, 2.2.29). 

Испытуемый раствор. 50 мг субстанции по-

мещают в мерную колбу вместимостью 100,0 мл, 

растворяют в 5 мл диметилсульфоксида и доводят до 

метки метанолом.  

Раствор сравнения а. 1 мл испытуемого рас-

твора помещают в колбу вместимостью 100,0 мл, 

доводят метанолом до метки и перемешивают.  

Раствор сравнения b. 1 мл раствора сравнения 

а помещают в колбу вместимостью 10,0 мл, доводят 

метанолом до метки и перемешивают.  
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Раствор сравнения с. 5 мг примеси А поме-
щают в мерную колбу вместимостью 100,0 мл, рас-
творяют в 5 мл диметилсульфоксида и доводят до 
метки метанолом. 1 мл полученного раствора поме-
щают в колбу вместимостью 10,0 мл, доводят до мет-
ки раствором сравнения а и перемешивают. 

Перед хроматографированием испытуемый 
раствор, раствор сравнения b и раствора сравнения 
с фильтруют через мембранные фильтры с размером 
пор не более 0,45 мкм. Растворы используют свеже-
приготовленными. 

Условия хроматографирования на жидкостном 
хроматографе с УФ-детектором: 

– колонка размером 0,15 м × 4,6 см, заполнен-
ная силикагелем октадецилсилильным для хромато-
графии, с размером частиц 3,5 мкм;  

– скорость подвижной фазы: 1,0 мл/мин.; 
– температура колонки: 35°С; 
– детектирование при длине волны: 287 нм; 
– объем инжекции: 20 мкл; 
– подвижная фаза: уксусная кислота ледяная – 

метанол – вода для хроматографии (1:69:30, об/об/об); 
Хроматографическая система считается при-

годной, если на хроматограмме раствора сравнения с 
различие Rs между пиками примеси А и исследуемо-
го вещества составляет не менее 2. 

Хроматографируют раствор сравнения и испы-
туемый раствор, получая не менее двух хромато-
грамм. Время удерживания относительно основно- 
го вещества (время удерживания приблизительно  
4,7 мин) составляет для примеси А приблизительно 
0,5, для примеси В приблизительно 3,1, для примеси 
С приблизительно 3,9. 

На хроматограме испытуемого раствора пло-
щадь примеси А не должна превышать площадь пика 
примеси А на хроматограме раствора сравнения с 
(1,0 %); площадь примеси В, С не должна превышать 
2,5 площади основного пика на хроматограме рас-
твора сравнения b (0,25 %); площадь никакой другой 
примеси не должна превышать 0,2 площади основно-
го пика на хроматограме раствора сравнения b  
(0,2 %). Сумма площадей пиков всех примесей, кро-
ме примеси А, не должна превышать 5 площадей ос-
новного пика на хроматограме раствора сравнения b 
(0,5 %). Пики, площадь которых составляет меньше, 
чем 0.1 площади пика на хроматограме раствора 
сравнения (0,1 %) не учитывают.» 

На основании полученных данных проведена 
валидация методики определения сопутствующих 
примесей в субстанции 7-(4-фторбензил)-3-тиоксо-
2,3-дигидро-[1,2,4]триазоло[4,3-а]пиразин-8(7Н)-она. 
Валидационные исследования включают доказатель-
ство специфичности и предела обнаружения. 

Для определения специфичности были приго-
товлены бланк-растворы (растворитель), растворы 
сравнения, испытуемый раствор. Хроматограмма 
бланк-раствора представлена на рис. 1, хроматограм-
мы растворов сравнения – на рис. 2–3, хроматограм-
ма раствора испытуемой субстанции – на рис. 4. 

Сравнение хроматограмм показывает, что в 
условиях методики определению примесей не меша-
ют ни растворитель, ни подвижная фаза, ни основное 
вещество, что свидетельствует о специфичности ме-
тодики. Для определения предела обнаружения срав-
нивали величины сигналов, полученных для кон-
трольного эксперимента (бланк-раствор) и для об-
разцов с низкими концентрациями соединения, кото-
рое определяется (определение соотношения сиг-
нал/шум) (рис. 5). Предел обнаружения (ПО) являет-
ся достаточным для анализа по методике качествен-
ного и количественного определения (МКК) и значи-
мо не влияет на принятие решений о качестве для 
предельных испытаний, если он является незначи-
тельным по сравнению с предельным по МКК со-
держанием примеси ImL [10]: 

 

ПО ≤ max ПО = 0,32 × ImL (или 32 % от ImL). 
 

Максимальное содержание единичной приме-
си в субстанции в соответствии с методикой опреде-
ления должно быть не более 0,25 %.  

ПО=0,32×0.25 %=0,08 % от содержания суб-
станции. 

В условиях методики концентрация испытуе-
мого раствора к субстанции составляет приблизи-
тельно 0,5 мг/мл. Таким образом, рассчетный ПОimp≤ 
≤0,08 %×0,5=0,0004 мг/мл ≈0,4 мкг/мл. Хроматограм-
мы разбавленных растворов (0,4 мкг/мл (рис. 5, б), 
0,25 мкг/мл (рис. 5, в), 0,1 мкг/мл (рис. 5, г), сверху 
вниз, в сравнении с бланк-раствором (рис. 5, а)) при-
ведены на рис. 5. Даже для раствора с концентрацией 
0,1 мкг/мл соотношение сигнал-шум превышает 3:1, 
соответственно, предел обнаружения составляет да-
же менее 0,1 мкг/мл, что удовлетворяет критериям 
приемлемости.   
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Рис. 1. Хроматограмма бланк-раствора (растворитель) 
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Рис. 2. Хроматограмма раствора сравнения b 
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Рис. 3. Хроматограмма раствора сравнения с 
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Рис. 4. Хроматограмма раствора субстанции  

7-(4-фторбензил)-3-тиоксо-2,3-дигидро-[1,2,4]триазоло[4,3-а]пиразин-8(7Н)-она 
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Рис. 5. Хроматограмма раствора для определения предела обнаружения: а – бланк-раствор (растворитель);  

б – предел обнаружения – 0,4 мкг/мл; в – предел обнаружения – 0,25мкг/мл; г – предел обнаружения – 0,1мкг/мл 
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7. Выводы 

1. Разработана методика определения сопут-

ствующих примесей новой субстанции 7-(4-фтор- 

бензил)-3-тиоксо-2,3-дигидро-[1,2,4]триазоло[4,3-а]пи- 

разин-8(7Н)-она. 

2. Проведена валидация разработанной мето-

дики согласно требований ГФУ. Валидационные па-

раметры специфичности и предела обнаружения удо-

влетворяют критериям приемлемости. 

3. Предложенная методика определения со-

путствующих примесей может быть использована 

при разработке проекта МКК ЛС АФИ 7-(4-фтор- 

бензил)-3-тиоксо-2,3-дигидро-[1,2,4]-триазоло[4,3-а]пи- 

разин-8(7Н)-она. 
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ВИКОРИСТАННЯ ПІДХОДІВ IN SILICO ДЛЯ РАЦІОНАЛЬНОГО ДИЗАЙНУ ПО- 

ТЕНЦІЙНИХ АНТИКОНВУЛЬСАНТІВ З ГРУПИ 5-ЗАМІЩЕНИХ 2-(R-АМІНО)-1,3,4-

ТІАДІАЗОЛІВ 

 

© Л. О. Перехода, І. В. Драпак, І. В. Сич, Т. О. Цапко 
 

Сучасні підходи до раціонального дизайну лікарських засобів, зокрема і проти судомних засобів, 

обов’язково включають використання комп’ютерних методів аналізу кореляційних зв’язків, зокрема 

проведення (Q)SAR-аналізу. Тому нами було використано серію перспективних протисудомних  

5-заміщених 2-(R-аміно)-1,3,4-тіадіазолів для виявлення основних дескрипторів, що мають вплив на 

активність та одержані QSAR-моделі, що можуть бути використані в цілеспрямованому пошуку 

потенційних антиконвульсантів.  

Мета. Метою даної роботи було виявлення кореляцій та формування на їх основі рекомендацій щодо 

раціонального дизайну протисудомних агентів в ряду 5-заміщених похідних 2-(R-аміно)-1,3,4-тіадіазолу.  

Методи. Для розрахунку молекулярних дескрипторів і побудови QSAR-моделей були використані про-

грамні пакети: Hyper-Chem 7.5 і BuіldQSAR. 

Результати. Для виявлення інформативних молекулярних дескрипторів, що найбільш адекватно відоб-

ражають особливості молекул, що відповідають за прояв антиконвульсивної активності, було проведе-

но регресійний аналіз із використанням в якості залежних змінних експериментально визначених пара-

метрів тяжкості судом, тривалості судомного нападу, латентного періоду та відсотку тварин, що 

вижили та незалежних змінних – розрахованих 3D дескрипторів молекул сполук. Для цього здійснено ро-

зрахунок математичних багатопараметричних QSAR-моделей. Виявлено, що протисудомна активність 

досліджуваних сполук залежить від значення енергій граничних молекулярних орбіталей та коефіцієнту 

розподілу вода-октанол logP, причому тяжкість судом зменшується та латентний період подов-

жується при збільшенні величин ліпофільності та об’єму молекули. Збільшення поляризуємості нега-

тивно впливає на протисудомну активність синтезованих сполук. Тривалість судомного нападу та час 

виживання тварин скорочуються при зменшенні величини ЕНВМО, тобто при збільшенні величин 

від’ємних значень енергії нижчої вакантної молекулярної орбіталі, що відповідає посиленню електроно-

акцепторних властивостей сполук. 

Висновки. На основі проведеного QSAR-аналізу отримано ряд статистично вірогідних QSAR-моделей, 

що призначені для доекспериментального прогнозування ефективних антиконвульсантів із заданим 

набором властивостей серед похідних 1,3,4-тіадіазолу. Для даної групи сполук за допомогою регресійно-

го аналізу виявлені найбільш значимі дескриптори в залежності «структура – активність», а саме 

ліпофільність, енергія нижчої вакантної молекулярної орбіталі та об’єм молекули 

Ключові слова: кількісний взаємозв’язок «структура-активність», молекулярні дескриптори, похідні 

1,3,4-тіадіазолу, протисудомна активність 

 

Modern approaches to rational design of remedies, particularly, anticonvulsants as well, must include the use of 

computer analysis methods of correlations, in particular, (Q)SAR-analysis. Therefore, a series of promising 

anticonvulsants among 5-substituted 2-(r-amino)-1,3,4-thiadiazoles to detect the main descriptors, influencing 

activity, and obtained QSAR-models, which can be used in the targeted search of promising anticonvulsants, 

have been used by us. 

Aim. The aim of the given manuscript was to detect correlations and to form on their basis recommendations 

concerning the rational design of anticonvulsant agents among 5-substituted 2-(r-amino)-1,3,4-thiadiazoles. 

Methods. Hyper-Chem 7.5 and BuіldQSAR Software were used to calculate molecular descriptors and QSAR-

models construction. 

Results. The regression analysis with the use of experimentally determined parameters of the severity of 

seizures, duration of seizures, latency period and the percentage of animals survived as dependent variables, 

and calculated 3D descriptors of compounds’ molecules as independent variables has been carried out for 


