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Аннотация. Современный рациональный дизайн структур органических соединений требует высокой 
эффективности вследствие необходимости одновременного повышения молекулярной сложности и 
минимизации числа стадий синтетических процедур. Эти проблемы становятся еще более значимыми 
при конструировании различных полиазагетероциклических матриц, в том числе с пиразолопиридино-
вым скелетом, являющимся одним из распространенных фрагментов в структурах природных и синте-
тических биологически активных соединений. Получение новых полизамещённых гетероциклических 
соединений – сложный многостадийный процесс, включающий как последовательные, так и парал-
лельные стадии, осложняющие контроль реакции и выделение продуктов. Кроме этого, основной про-
блемой при исследовании каскадных реакций с использованием различных полинуклеофильных реа-
гентов является определение очередности процессов, приводящих к целевым продуктам. Поэтому, ак-
туальными являются задачи, связанные с изучением механизмов образования гетероциклических си-
стем и идентификацией промежуточных соединений, возможность индивидуализации которых весьма 
затруднительна. 
В настоящее время масс-спектрометрия является селективным, высокочувствительным и экспрессным 
методом для определения различных типов соединений в многокомпонентных пробах. Это позволяет 
применять высокоэффективную жидкостную хроматографию в сочетании с масс-спектрометрией 
(ВЭЖХ/МС) в исследовании маршрутов сложных реакций для идентификации продуктов и интерме-
диатов. В отличие от широко применяющегося метода ТСХ, ВЭЖХ/МС даёт возможность предвари-
тельно оценить компоненты реакционной массы по масс-спектрометрическим данным.  
Цель данного исследования – разработка эффективной методики контроля синтетического процесса 
между N-(4-фторфенил)итаконимидом 1 и 1,3-дифенил-1H-пиразол-5-амина 2, для идентификации ко-
нечных продуктов и возможных промежуточных соединений. Взаимодействие между реагентами про-
водилось при кипячении в изопропиловом спирте в присутствии каталитических количеств уксусной 
кислоты в течение нескольких часов. Пробы для хроматографирования отбирались из реакционной 
массы через определенные промежутки времени. При интерпретации результатов хроматографиче-
ского анализа установлено, что в ходе реакции помимо ожидаемого N-(4-фторфенил)-2-(6-оксо-1,3-
дифенил-4,5,6,7-тетрагидро-1Н-пиразоло[3,4-b]пиридин-5-ил)ацетамида 5 образуется 7-(4-фторфе-
нил)-1,3-дифенил-4,4a,5,7-тетрагидропиразоло[3,4-b]пирроло[3,2-e]пиридин-6(1H)-она 6. Показано, 
что в реакционной массе присутствуют два минорных компонента, очевидно являющиеся интермеди-
атами. 
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A study of the reaction route of 1,3-diphenyl-1H-pyrazol-5-amine 
with N-(4-fluorophenyl)itaconimide by HPLC-MS 
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Abstract. The modern rational design of the structure of organic compounds needs to be highly efficient to 
allow both increasing molecular complexity and minimising the number of steps in synthetic procedures. These 
problems are even more relevant when designing various polyazaheterocyclic matrices, including those with a 
pyrazolopyridine backbone, which is one of the common fragments in the structures of natural and synthetic 
biologically active compounds. The preparation of new polysubstituted heterocyclic compounds is a complex 
multi-step process involving both consecutive and parallel steps that complicate the control of the reactions 
and product separation. In addition, the main problem associated with the study of cascade reactions using 
various polynucleophilic reagents is to determine the order of processes leading to the target products. There-
fore, the problems associated with the study of the mechanisms of the formation of heterocyclic systems and 
the identification of intermediates, whose individualisation is very difficult, are relevant. 
Currently, mass spectrometry is a selective, highly sensitive, and rapid method for determining different types 
of compounds in multi-component samples. This allows using high-performance liquid chromatography in 
combination with mass spectrometry (HPLC/MS) to study routes of complex reactions to identify their prod-
ucts and intermediates. Unlike the widely used TLC method, HPLC/MS makes it possible to preliminarily 
estimate the components of the reaction mass from mass spectrometry data.  
The purpose of this study is to develop an effective method for controlling the synthetic process between N-
(4-fluorophenyl)itaconimide 1 and 1,3-diphenyl-1H-pyrazol-5-amine 2 to identify the final products and pos-
sible intermediates. The reaction with the reactants was carried out when boiled for several hours in isopropyl 
alcohol in the presence of catalytic amounts of acetic acid. Samples for chromatography were taken from the 
reaction mass at specified intervals. Interpretation of the chromatographic analysis results revealed that in ad-
dition to the expected N-(4-fluorophenyl)-2-(6-oxo-1,3-diphenyl-4,5,6,7-tetrahydro-1H-pyrazolo[3,4-b]pyri-
din-5-yl)acetamide 5, 7-(4-fluorophenyl)-1,3-diphenyl-4,4a,5,7-tetrahydropyrazolo[3,4-b]pyrrolo[3,2-e] pyri-
din-6(1H)-one 6 was formed during the reaction. It was shown that the reaction mass had two minor compo-
nents, which were obviously intermediates. 
Keywords: HPLC, mass spectrometry, arylitaconimide, 5-aminopyrazole, recycling. 
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Введение 
Синтез полизамещённых гетероцикли-

ческих систем – сложный многостадий-
ный процесс, включающий как последо-
вательные, так и параллельные стадии, 
осложняющие контроль реакции и выде-
ление продуктов. Таким образом, акту-
альной задачей является разработка эф-
фективных методов контроля этих синте-
тических процессов и установления 
структуры полученных продуктов. Для её 
решения необходимы сведения о строе-

нии промежуточных соединений, воз-
можность индивидуализации которых 
весьма затруднительна. Однако исполь-
зование метода ВЭЖХ/МС позволяет 
анализировать интермедиаты и конечные 
продукты реакций, проходящих в жидкой 
фазе, без выделения их из реакционной 
массы [1-5]. Гетероциклическая система 
пиразолопиридина, является основой 
структуры многочисленных биологиче-
ски активных соединений. Так, среди 
производных пиразоло[3,4-b]пиридина 
обнаружены антагонисты аденозиновых 
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рецепторов A1 и ингибиторы киназы гли-
когенсинтазы-3 (GSK-3). Кроме того, 
производные пиразоло[3,4-b]пиридина 
находят применение в терапии ВИЧ, бо-
лезни Альцгеймера, наркомании, беспло-
дия [6-12]. Следует также отметить, что 
некоторые полиазагетероциклы применя-
ются в качестве добавок в процессах 
электрохимического меднения [13-14]. 

В данной работе нами описана воз-
можность использования метода 
ВЭЖХ/МС в качестве инструмента для 
исследования возможных интермедиатов 
взаимодействия N-арилитаконимида 1 с 
легкодоступными 1,3-дизамещенным-
1H-пиразол-5-амином 2 (схема 1).  

Экспериментальная часть 
Общая методика синтеза N-(4-фторфе-

нил)-2-(6-оксо-1,3-дифенил-4,5,6,7-тет-
рагидро-1Н-пиразоло[3,4-b]пиридин-5-
ил)ацетамида 5 и 7-(4-фторфенил)-1,3-
дифенил-4,4a,5,7-тетрагидропира-
золо[3,4-b]пирроло[3,2-e]пиридин-6(1H)-
она 6. Раствор N-(4-фторфенил)-итакони-
мида 1 (25 ммоль) и 1,3-дифенил-1H-пи-
разол-5-амина 2 (25 ммоль) кипятили в 
изопропиловом спирте (50 см3) в присут-
ствии каталитических количеств уксус-
ной кислоты в течение 10 часов. Образо-
вавшийся осадок отфильтровали и пере-
кристаллизовали из смеси метанола и 
ДМФА, 2:1 с выделением чистого 5, 
фильтрат упарили и перекристализовали 
из метанола с выделением чистого 6. 

Анализ смесей осуществляли на приборе 
Agilent Technologies 1260 infinity (США) 
с масс-детектором Agilent 6230 TOF 
LC/MS (времяпролетный детектор масс 
высокого разрешения, производства 
США), метод ионизации – двойное элек-
трораспыление (dual-ESI). Запись и реги-
страция сигналов проводилась в положи-
тельной полярности; небулайзер (N2) 20 
psig, газ-осушитель (N2) 6 мл/мин, 325 °C; 
диапазон обнаружения масс составляет 
50-2000 Дальтон. Напряжение на капил-
ляре 4.0 кВ, фрагментаторе +191 В, ским-
мере +66 В, OctRF 750 В. Условия хрома-
тографирования: колонка Poroshell 120 
EC-C18 (4.6 x 50 мм; 2.7 мкм). Градиент-
ное элюирование: ацетонитрил (А)/вода 
(Б) (0.1 % муравьиной кислоты) начало – 
А:Б = 60:40 в течение 1,5 мин, далее А 60 
– 100% за 4 минуты, затем А – 100% до 
конца анализа; скорость потока 0.4 
мл/мин. Программное обеспечение для 
обработки результатов исследований – 
MassHunter Workstation / Data Acquisition 
V.06.00.  

Обсуждение результатов 
Ввиду полифункциональности пред-

шественников 1 и 2 в ходе реакции может 
образовываться несколько альтернатив-
ных продуктов. Ранее нами показано [15], 
что основным продуктом взаимодействия 
является полизамещённый пиразоло[3,4-
b]пиридин 5. Предполагаемый маршрут 
реакции включает несколько стадий: на 

 
Схема 1. Целевая реакция процесса. 

Scheme 1. Target reaction of the process. 
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первой стадии взаимодействия реализо-
вывается С-нуклеофильное присоедине-
ние по Михаэлю енамина по активиро-
ванной кратной связи имида с образова-
нием промежуточного линейного соеди-
нения 3. Затем следует внутримолекуляр-
ное присоединение аминогруппы по 
имидной связи с образованием трицикли-
ческого аддукта 4. Который в свою оче-
редь может рециклизоваться в соответ-
ствующий пиразоло[3,4-b]пиридин 5 или 
подвергнуться дегидратации без раскры-
тия цикла с образованием 6 .  

Модельным процессом было выбрано 
взаимодействие итаконимида 1 и ена-
мина 2 при кипячении в изопропиловом 
спирте в присутствии каталитических ко-
личеств уксусной кислоты в течение не-
скольких часов. Пробы для хроматогра-
фирования объёмом 0,05 мл отбирались 
из реакционной массы через определен-
ные промежутки времени: 1, 10, 30, 60, 

150, 300, 600 минут, при помощи автома-
тической пипетки (HTL lab solutions 
discovery comfort DV200/20-200 мкл) и 
разбавлялись ацетонитрилом (для 
ВЭЖХ) в 50 раз.  

На приведенных ниже хроматограм-
мах реакционной массы, (рис. 1-8), 
наряду с пиками исходных реагентов (1 и 
2) можно увидеть пики продуктов реак-
ции и возможных интермедиатов. На ос-
новании данных о реакционной способ-
ности 1,3-дифенил-1H-пиразол-5-амина 2 
[15], нами были сделаны следующие вы-
воды при интерпретации результатов 
хроматографического анализа. 

При смешивании реагентов и кипяче-
нии в течение 1 минуты в реакционной 
массе помимо исходных реагентов 1 и 2 
сразу появляются еще два пика 3 (сигнал 
при 2.777 мин.) и 4 (сигнал при 3.777 
мин.) (рис. 6). В масс-спектре соединения 

 
Рис. 1. Интегрированная сканированная хроматограмма реакционной смеси. 

Время реакции 600 мин. 
Fig. 1. Integrated scanned chromatogram of the reaction mixture. Response time: 600 min. 

 
Рис. 2.  Масс-спектр, соответствующий пику 3. 

Fig. 2. Mass spectrum corresponding to peak 3. 

  
Рис. 3. Масс-спектр, соответствующий пику 5. 
Fig. 3. Mass spectrum corresponding to peak 5. 
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3 (рис. 2) отмечается высокая интенсив-
ность пика с массой 236, соответствую-
щего исходному дифениламинопиразолу, 
в то время, как в спектре компонента 4 
(рис. 4) и целевого пиразолопиридина 5 

(рис. 3) интенсивность данного пика су-
щественно меньше. Это позволяет пред-
положить, что компонент 3 является ад-
дуктом Михаэля, а соединение 4 – цикли-
ческим интермедиатом трансамидирова-
ния.  

 
Рис. 4.  Масс-спектр, соответствующий пику 4. 

Fig. 4. Mass spectrum corresponding to peak 4. 

 
Рис. 5.  Масс-спектр, соответствующий пику 6. 

Fig. 5. Mass spectrum corresponding to peak 6. 

 
Рис. 6.  Интегрированная сканированная хроматограмма реакционной смеси. 

Время реакции 1 мин.  
Fig. 6. Integrated scanned chromatogram of the reaction mixture. Response time: 1 min. 

  
Рис. 7.  Интегрированная сканированная хроматограмма реакционной смеси. 

Время реакции 10 мин. 
Fig. 7. Integrated scanned chromatogram of the reaction mixture. Response time: 10 min. 

 
Рис. 8.  Интегрированная сканированная хроматограмма реакционной смеси. Время 

реакции 60 мин.  
Fig. 8. Integrated scanned chromatogram of the reaction mixture. Response time: 60 min. 
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В пробе, взятой по истечении 10 минут 
появляется еще один пик 5 (3.290 мин) 
(рис. 7). После 60 минут кипячения реак-
ционной массы, на хроматограмме (рис. 
8) значительно увеличивается площадь 
пика 5 и начинает появляется еще два 
пика: 2’, отвечающий компоненту с мас-
сой молекулярного иона 278, вероятно 
являющемуся ацилированным аминопи-
разолом и пик альтернативного продукта 
6 с массой молекулярного иона 423 (4.927 
мин.). 

По истечении 600 мин, преобладаю-
щим на хроматограмме (рис. 1) стано-
вится пик продукта 5, причём при даль-
нейшем кипячении реакционной массы 
площадь его не увеличивается, что свиде-
тельствует об окончании реакции.  

Заключение 
Таким образом, при помощи метода 

ВЭЖХ/МС установлено, что реакция 

между N-арилитаконимидом 1 и легкодо-
ступным 1,3-дифенил-1H-пиразол-5-ами-
ном 2 протекает в течение 10 часов и при-
водит, через стадии образования интер-
медиатов 3 и 4 к образованию пиразоло-
пиридина 5 и альтернативного пирроло-
пиридинопиразола 6, очевидно, являю-
щегося продуктом дегидратации общего 
для них интермедиата 4. Данные о фраг-
ментации промежуточных соединений 
позволяют предварительно приписать им 
структуры аддукта Михаэля и цикличе-
ского интермедиата. 

Конфликт интересов  
Авторы заявляют, что у них нет из-

вестных финансовых конфликтов интере-
сов или личных отношений, которые 
могли бы повлиять на работу, представ-
ленную в этой статье. 
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