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Аннотация. Важную роль в создании всего многообразия современных физиологически активных со-
единений играет синтез сложно построенных полизамещённых молекул – аналогов природных ве-
ществ. Эффективные методы дизайна предполагают существенное увеличение молекулярной сложно-
сти при минимальном числе стадий. Однако зачастую такой подход включает сложные процессы с уча-
стием полифункциональных реагентов, которые, в конечном счете, могут привести к труднораздели-
мым смесям целевого соединения и ряда побочных продуктов, как нежелательных, так и перспектив-
ных. Данная проблема остаётся весьма существенной и при конструировании различных полиазагете-
росистем, в том числе с пиразолопиридиновым скелетом, являющимся одним из распространенных 
фрагментов в структурах природных и синтетических биологически активных соединений. Поэтому 
актуальной задачей является разработка эффективных методов разделения подобных смесей и очистки 
целевых соединений. В настоящее время для её решения применяется колоночная хроматография – 
один из важнейших методов разделения жидких или твердых смесей органических веществ в препара-
тивном масштабе. В данной работе исследованы реакции итаконового ангидрида с замещенными 5-
амино-1-фенилпиразолами, предложен хроматографический способ разделения альтернативных про-
дуктов взаимодействия и их идентификация.  
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Abstract. An important role in the creation of the entire variety of modern physiologically active compounds 
is played by the synthesis of complexly constructed poly–substituted molecules – analogues of natural sub-
stances. Effective design methods involve a significant increase in molecular complexity with a minimum 
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number of stages. However, such an approach often involves complex processes involving multifunctional 
reagents, which, ultimately, can lead to difficult-to-separate mixtures of the target compound and a number of 
by-products, both undesirable and promising. This problem remains very significant in the design of various 
polyazaheterosystems, including those with a pyrazolopyridine skeleton, which is one of the most common 
fragments in the structures of natural and synthetic biologically active compounds. Therefore, an urgent task 
is to develop effective methods for the separation of such mixtures and purification of target compounds. Cur-
rently, column chromatography is used to solve it, which is one of the most important methods for separating 
liquid or solid mixtures of organic substances on a preparative scale. In this paper, the reactions of itacone 
anhydride with substituted 5-amino-1-phenylpyrazoles are investigated, a chromatographic method for sepa-
rating alternative interaction products and their identification is proposed. 
Keywords: preparative column chromatography, itacone anhydride, 5-aminopyrazole, tetrahydropyra-
zolopyridine. 
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Введение 
Важную роль в создании всего много-

образия современных физиологически 
активных соединений играет синтез 
сложно построенных полизамещённых 
молекул – аналогов природных веществ. 
Эффективные методы дизайна предпола-
гают существенное увеличение молеку-
лярной сложности при минимальном 
числе стадий. Однако зачастую такой 
подход включает сложные процессы с 
участием полифункциональных реаген-
тов, которые, в конечном счете, могут 
привести к трудноразделимым смесям 
целевого соединения и ряда побочных 
продуктов, как нежелательных, так и пер-
спективных. Данная проблема остаётся 
весьма существенной и при конструиро-
вании различных полиазагетеросистем, в 
том числе с пиразолопиридиновым скеле-
том, являющимся одним из распростра-
ненных фрагментов в структурах природ-
ных и синтетических биологически ак-
тивных соединений [1-3]. Поэтому, акту-
альной задачей является разработка эф-
фективных методов разделения подоб-
ных смесей и очистки целевых соедине-
ний. В настоящее время для её решения 
применяется колоночная хроматография 
– один из важнейших методов разделения 
жидких или твердых смесей органиче-
ских веществ в препаративном масштабе. 

Принципиальным отличием хромато-
графических методов от других физико-
химических методов анализа является 
возможность одностадийного разделения 
многокомпонентных смесей. Также, не-
оспоримым преимуществом этого ме-
тода, является возможность идентифика-
ции компонентов анализируемой смеси и 
их количественная оценка любыми хими-
ческими, физическими и физико-химиче-
скими методами. 

В данной работе нами исследованы ре-
акции итаконового ангидрида с замещен-
ными 5-амино-1-фенилпиразолами, пред-
ложен хроматографический способ раз-
деления альтернативных продуктов взаи-
модействия и их идентификация. 

Теоретическая часть 
Известно, что бициклические произ-

водные на основе аминопиразолов прояв-
ляют различные виды биологической ак-
тивности, обладая при этом низкой ток-
сичностью [1-6]. Так, среди производных 
пиразоло[3,4-b]пиридина обнаружены 
антагонисты аденозиновых рецепторов 
A1 и ингибиторы киназы гликогенсин-
тазы-3 (GSK-3), что объясняет их проти-
воопухолевую противовирусную проти-
вовоспалительную активности. Кроме 
того, производные пиразоло[3,4-b]пири-
дина находят применение в терапии ВИЧ, 
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болезни Альцгеймера, наркомании, бес-
плодия [7-9]. 

Наиболее распространенный метод 
синтеза пиразоло[3,4-b]пиридинов явля-
ется гетероциклизация аминопиразолов с 
дикарбонильными соединениями, напри-
мер, β-дикетонами или производными 
ацетоуксусного эфира [10]. Имеются дан-
ные о конденсации аминопиразолов с 
арилиденпировиноградными кислотами, 
бензилиденовыми производными мало-
нодинитрилла [11] или метоксиметилено-
выми [12] и бензилиденовыми производ-
ными кислоты Мелдрума [13].  

Стоит отметить, что в условиях прове-
дения большинства этих реакций может 
образовываться ряд побочных продуктов, 
как нежелательных, так и перспективных, 
что очевидно затрудняет процесс выделе-
ния целевых компонентов. Кроме того, 
одной из ключевых проблем конструиро-
вания указанной бициклической системы 
остается выбор доступного субстрата, об-
ладающего большими препаративными 
возможностями. Поэтому актуальными 
являются задачи связанные с поиском но-
вых синтетических подходов к построе-
нию пиразоло[3,4-b]пиридиновой си-
стемы и разработкой эффективных мето-
дов разделения, образующихся в ходе ре-
акций смесей. 

Ранее нами было показано, что 5-ами-
нопиразол хемоселективно взаимодей-
ствует с N-арилитаконимидами, приводя 
к образованию N-ариланилидов пири-
допиразолилуксусных кислот [14]. Вве-
дение в эту реакцию итаконового ангид-
рида, также являющегося производным 
итаконовой кислоты, весьма интересно с 
практической точки зрения. Это обуслов-
лено, в частности, тем, что гетарилуксус-
ные кислоты представляют собой пер-
спективные билдингблоки для комбина-
торной химии, поскольку карбоксильная 
группа обладает широкими возможно-
стями для функционализации. Следует 
также отметить, что некоторые полиаза-
гетероциклы, содержащие в качестве 

функциональных групп, в том числе, кар-
боксильную группу, применяются в каче-
стве добавок в процессах электрохимиче-
ского меднения [15, 16]. 

Известно, что итаконовый ангидрид 
вступает во взаимодействием c сероугле-
родом и первичными аминами [17] с по-
лучением (4-оксо-1,3-тиазинан-5-ил)ук-
сусных кислот [18]. Реакция нитрокете-
наминов с итаконовым ангидридом, при-
водит к образованию пиридо[1,2-a]-кон-
денсированных уксусных кислот [19]. 
Синтез ряда 2-оксо-(1,2,3,4-тетрагидро-
пиридин-3-ил)уксусных кислот осу-
ществлен взаимодействием итаконового 
ангидрида с ациклическими и цикличе-
скими α-оксо- и α-нитро-N,S- и –N,N-ке-
тенами [20]. Маршрут этих взаимодей-
ствий включает присоединение бинук-
леофила по реакции Михаэля к экзоцик-
лической двойной связи ангидрида с по-
следующим внутримолекулярным ацили-
рованием, приводящим к соответствую-
щим гетарилуксусным кислотам.  

В рамках продолжения исследований 
рециклизаций производных итаконовой 
кислоты при их взаимодействии с различ-
ными бинуклеофилами, целью настоя-
щей работы является разработка мето-
дики синтеза 2-(3-R-6-оксо-1-фенил-
4,5,6,7-тетрагидро-1Н-пиразоло[3,4-b]- 
пиридин-5-ил)уксусных кислот на основе 
рециклизации итаконового ангидрида 
аминопиразолом, их очистки, а также 
идентификация возможных побочных со-
единений. 

Экспериментальная часть 
Смесь 0.02 моля соответствующего 5-

аминопиразола 1а-е и 0.02 моля итаконо-
вого ангидрида 2 и 5 см3 уксусной кис-
лоты кипятили в течение 2-4 часов. Вы-
павший осадок фильтровали и сушили. 
Полученную смесь соединений 3а-е и 4а-
е разделяли и очищали с помощью препа-
ративной колоночной хроматографии. 
Для этого смесь растворяли в 10 см3 
смеси хлороформ – метанол (30:1) и 
наносили на флэш-колонку диаметром 40 
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мм, с высотой слоя сорбента 50 мм. В ка-
честве неподвижной фазы (НФ) исполь-
зовался силикагель фракции 60-200 мкм, 
в качестве подвижной фазы (ПФ) сначала 
применялась смесь хлороформ – метанол 
(30:1, скорость элюирования 1.6 см3/мин), 
затем после элюирования примесей из ко-
лонки выходил имид 4 (скорость элюиро-
вания 1.2 см3/мин), целевое вещество 3 
смывалось метанолом. Растворитель упа-
ривали при пониженном давлении, полу-
чая чистые вещества. В качестве основ-
ных продуктов были выделены замещен-
ные кислоты 3а-е, альтернативными со-
единениями являлись соответствующие 
3-метил-1-(3-R-1-фенил-1H-пиразол-5-
ил)-1H-пиррол-2,5-дионы 4а-е. Выходы 
компонентов составляли 40% и 20% соот-
ветственно.  

Для проведения анализа методом тон-
кослойной хроматографии (ТСХ) исполь-
зовалась ПФ состава хлороформ – мета-
нол (30:1) или метанол. Компоненты ПФ 
смешивались непосредственно перед ана-
лизом, время насыщения камеры состав-
ляло 10 минут. Пробоподготовка заклю-
чалась в растворении 400 мкг анализиру-
емого образца в 0.5 см3 метанола. Хрома-
тографирование проводилось на пласти-
нах для ТСХ TLC Silica gel 60 F254 (Merck, 
США). Объем пробы – 1.0 мкл. Время 
анализа 10 минут. Для проявления хрома-
тографических зон пластину помещали в 
УФ камеру. Все используемые раствори-
тели имели степень чистоты «хч». 

1H ЯМР спектры были заре-
гистрированы на спектрометре Bruker AV 
400 (Германия) (400 МГц) при нор-
мальных условиях в растворах DMSO-D6. 
ВЭЖХ МС анализ проводился 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 
электрораспыление (dual-ESI). Запись и 
регистрация сигналов проводилась в 
положительной полярности; небулайзер 
(N2) 20 psig, газ-осушитель (N2) 6 мл/мин, 

325°C; диапазон обнаружения масс 
составляет 50-2000 Дальтон. Напряжение 
на капилляре 4.0 кВ, фрагментаторе +191 
В, скиммере +66 В, OctRF 750 В. Условия 
хроматографирования: колонка Poroshell 
120 EC-C18 (4.6x50 мм; 2.7 мкм). 
Градиентное элюирование: ацетонит-
рил/вода (0.1% муравьиной кислоты); 
скорость потока 0.4 см3/мин. Програм-
мное обеспечение для обработки резуль-
татов исследований – MassHunter Work-
station/Data Acquisition V.06.00. Темпе-
ратуры плавления определены на 
аппарате Stuart SMP30 (Великобритания). 

(3-фенил-6-оксо-1-фенил-4,5,6,7-
тетрагидро-1H-пиразоло[3,4-b]пиридин-
5-ил)-уксусная кислота (3a). Выход 60%, 
т.пл. 160-162 0С.1Н ЯМР спектр, δ, м.д.: 
12.35 (1Н, уш. с, СООН); 10.71 (1H, с, 
NH); 7.03-7.94 (м, 10H, Ar); 3.10 (дд, 1Н, 
CH2CO, J 6.9, 14.6 Hz); 2.98-3,03 (м. 1H, 
CH2CONH); 2.83 - 2,90 (м. 1H, СH) 2.75 
(дд, 1Н, CH2CO, J 5.8, 16.8 Hz); 2.51 - 2,54 
(м. 1H, CH2CONH); 13C ЯМР спектр, δ, 
м.д. : 173.1; 171.6; 146.9; 139.3; 137.9; 
133.0; 129.3; 128.7; 127.9; 127.3; 126.4; 
123.1; 99.5; 37.4; 34.1; 23.4. Найдено m/z 
347.3710 [M+H]+. С20Н17N3О3. Вычислено 
m/z 347.3710 [M+H]+. 

1-(1,3-дифенил-1H-пиразол-5-ил)-3-
метил-1H-пиррол-2,5-дион (4a). Выход 
20%, т.пл. 175-177 0С.1Н ЯМР спектр, δ, 
м.д.: 7.38-7.89 (м, 10H, Ar); 7.10 (1Н, c, 
СН); 6.87 (1H, с, С(4)H); 2.05 (3H, с, CH3); 
13C ЯМР спектр, δ, м.д. : 169.6; 168.5; 
150.77; 147.10; 137.9; 132.2; 130.6; 129.6; 
128.9; 128.6; 128.4; 128.3; 125.22; 123.3; 
104.5; 10.9. Найдено m/z 329.2604 
[M+H]+. С20Н15N3О2. Вычислено m/z 
329.2601 [M+H]+. 

3-метил-1-(3-метил-1-фенил-1H-
пиразол-5-yl)-1H-пиррол-2,5-дион (4b). 
Выход 18%, т.пл. 160-162 0С.1Н ЯМР 
спектр, δ, м.д.: 7.26-7.46 (м, 5H, Ar); 6.84 
(1Н, c. СН); 6.40 (1H, с, C4H); 2.28 (3H, с, 
CH3); 2.02 (3H, с, CH3); 13C ЯМР спектр, 
δ, м.д.: 169.8; 168.7; 148.7; 147.00; 138.0; 
129.5; 128.5; 127.9; 123.0; 106.8; 13.8; 
11.0. Найдено m/z 267.2904 [M+H]+. 
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С15Н13N3О2. Вычислено m/z 267.2903 
[M+H]+. 

1-(3-(4-фторфенил)-1-фенил-1H-
пиразол-5-ил)-3-метил-1H-пиррол-2,5-
дион (4c). Выход 20%, т.пл. 180-182 0С. 1Н 
ЯМР спектр, δ, м.д.: 7.10-7.96 (м, 9H, Ar); 
6.72 (1Н, c. СН); 6.46 (1H, с, C4H); 2.12 
(3H, с, CH3); 13C ЯМР спектр, δ, м.д. : 
169.8; 168.7; 148.7; 147.00; 138.0; 129.5; 
128.5; 127.9; 123.0; 106.8; 13.8; 11.0. 
Найдено m/z 347.3404 [M+H]+. 
С20Н14FN3О2. Вычислено m/z 267.2903 
[M+H]+. 

N N
NH2

R
+

O

O

O
N N
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O

OH

O

R
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O

O

N
N

R

1a-e
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e R = 4-Br-C6H4

N N
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O
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R

O

O
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Схема 1. Целевая реакция процесса. 
Scheme 1. Target reaction of the process. 
 
3-метилен-1-(1-фенил-3-(4-

(трифторметил)фенил)-1H-пиразол-5-
ил)пирролидин-2,5-дион (4d). Выход 15%, 
т.пл. 170-172 0С. 1Н ЯМР спектр, δ, м.д.: 
7.26-8.16 (м, 9H, Ar); 6.77 (1Н, c. СН); 6.51 
(1H, с, C4H); 2.11 (3H, с, CH3); . Найдено 
m/z 397.35 [M+H]+. С20Н14FN3О2. 
Вычислено m/z 267.2903 [M+H]+. 

Обсуждение результатов 
Ранее установлено, что взаимодей-

ствие итаконимидов с 5-аминопиразо-
лами протекает при кипячении реагентов 
в уксусной кислоте [14] и приводит к тет-
рагидро-1Н-пиразоло[3,4-b]пиридинам. 
В аналогичных условиях нами была про-
ведена реакция 5-амино-1-фенил-3R-пи-
разола с итаконовым ангидридом. Марш-
рут взаимодействия компонентов, оче-
видно включает первоначальное присо-
единение по реакции Михаэля С-нуклео-

фильного центра пиразола по активиро-
ванной кратной связи итаконового ангид-
рида с последующим внутримолекуляр-
ным N-ацилированием с рециклизацией в 
тетрагидро-1H-пиразоло[3,4-b]пиридин 
3а-е. Альтернативным процессом, веро-
ятно, является ацилирование исходного 
аминопиразола 1а-е по NH2-реакцион-
ному центру с образованием пирролдио-
нов 4а-е. Структуры полученных соеди-
нений были охарактеризованы с исполь-
зованием данных ЯМР-1Н ЯМР-13С и 
двумерной ЯМР-спектроскопии, а также 
методом РСА (рис. 1-2.)  

Структура соединений 3а-е убеди-
тельно подтверждается данными двумер-
ной спектроскопии HMBC. Атом угле-
рода карбоксильной группы имеет чёткие 
кросс-пики с двумя протонами, очевидно, 
принадлежащими к одной экзоцикличе-
ской метиленовой группе. В то же время 
карбонильный углерод лактамной груп-
пы имеет перекрёстные пики и с экзо- и с 
эндо-метиленовыми протонами, что од-
нозначно указывает на наличие в про-
дукте реакции фрагмента тетрагидропи-
ридин-2-он-уксусной кислоты. 

ВЭЖХ МС анализ образовавшегося 
осадка (рис. 3) показал, что, кроме основ-
ных соединений 3а и 4а (рис. 4-5) в нём 
содержится 6-7% примесей неустанов-
ленной структуры. 

Попытка разделить два мажорных со-
единения 3а и 4а путем перекристаллиза-
ции из изопропилового спирта или диок-
сана приводила лишь к снижению доли 
основных веществ и увеличению концен-
трации примесей. 

Методом ТСХ установлено, что при 
применении в качестве ПФ смеси хлоро-
форм – метанол (30:1) хроматографиче-
ские зоны пиримидинкарбоновых кислот 
находятся на линии старта, тогда как зна-
чения Rf соединения 4 составляет 
0.67±0.02, а неидентифицированных при-
месей - 0.96±0.03. При элюировании этих 
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соединений метанолом хроматографиче-
ские зоны примесей размываются по ли-
нии фронта растворителя, а хроматогра-
фические зоны кислот имеют значение 
Rf>0.8.  

На основании полученных хромато-
графических данных можно предполо-
жить, что значительная разница Rf кис-
лоты, имида и содержащихся в них при-
месей свидетельствует о целесообразно-
сти применения колоночной хроматогра-
фии для очистки полученных веществ. 

Найдено, что применение силикагеля в 
качестве НФ на колонке диаметром 40 мм 
и высотой слоя сорбента 50 мм позволяет 

индивидуализировать полученные пира-
золопиримидинкарбоновые кислоты и 
имиды. Для этого, после нанесения на 
сорбент раствора разделяемой смеси в 
смеси хлороформ – метанол (30:1) вымы-
вали примеси элюентом того же состава, 
до отсутствия ее наличия в пробе (кон-
троль по ТСХ), затем концентрацию ме-
танола в элюенте повышали (30:3) и про-
мывали колонку до отсутствия соедине-
ния 4 в пробе, затем смывали целевой 
продукт метанолом. При этом установ-
лено, что для очистки соединения 3 рас-
ход смеси хлороформ – метанол (30:1) со 

N N

NH

O

OH

O

H
HH

H

Ph

Ph

 
 

Рис. 1. Наиболее значимые взаимодей-
ствия в спектрах HMBC 3а. 

Fig. 1. The most significant interactions in 
the spectra of HMBC 3a. 

Рис. 2. Общий вид соединения 5b в пред-
ставлении атомов эллипсоидами тепловых 

колебаний p =50% 
Fig. 2. General view of compound 5b in the 

representation of atoms by ellipsoids of ther-
mal vibrations p =50% 

 
Рис. 3. Хроматограмма ВЭЖХ-МС осадка. 
Fig. 3. Chromatogram of HPLC-MS sediment. 

 
Рис.4. Масс-спектр 3-фенил-1-(5-метил-2-фенил-2H-пиразол-3-ил)-пиррол-2,5-диона 4а. 
Fig.4. Mass spectra of 3-phenyl-1-(5-methyl-2-phenyl-2H-pyrazole-3-yl)-pyrrole-2,5-dione 4a. 
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ставил 80 см3, смеси хлороформ – мета-
нол (30:3) составил около 120 см3, мета-
нола 80 см3. Примеры результатов ВЭЖХ 
анализа очищенных таким образом ве-
ществ приведены на рис. 6-7. 

Заключение 
Таким образом, разработан препара-

тивный метод синтеза и хроматографиче-
ской очистки 2-(3-R-6-оксо-1-фенил-
4,5,6,7-тетрагидро-1Н-пиразоло[3,4-
b]пиридин-5-ил)уксусных кислот на ос-

нове рециклизации итаконового ангид-
рида 5-аминопиразолом. Установлена 
структура альтернативных соединений 3-
метил-1-(3-R-1-фенил-1H-пиразол-5-ил)-
1H-пиррол-2,5-дионов.  

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. 

 
Рис. 5. Масс-спектр (3-фенил-6-оксо-1-фенил-4,5,6,7-тетрагидро-1H-пиразоло[3,4-b]пи-

ридин-5-ил)-уксусной кислоты 3а. 
Fig. 5. Mass spectra (3-phenyl-6-oxo-1-phenyl-4,5,6,7-tetrahydro-1H-pyrazolo[3,4-b]pyri-

dine-5-yl)-acetic acid 3a. 

 
Рис. 6. Хроматограмма ВЭЖХ-МС 3-фенил-1-(5-метил-2-фенил-2H-пиразол-3-ил)-

пиррол-2,5-диона 4а, после очистки методом колоночной хроматографии на силикагеле. 
Fig. 6. HPLC-MS chromatogram of 3-phenyl-1-(5-methyl-2-phenyl-2H-pyrazole-3-yl)-pyr-

role-2,5-diana 4a, after purification by column chromatography on silica gel 
 

 
Рис. 7. Хроматограмма ВЭЖХ-МС (3-фенил-6-оксо-1-фенил-4,5,6,7-тетрагидро-1H-пи-

разоло[3,4-b]пиридин-5-ил)-уксусной кислоты 3а, после очистки методом колоночной 
хроматографии на силикагеле. 

Fig. 7. HPLC-MS chromatogram (3-phenyl-6-oxo-1-phenyl-4,5,6,7-tetrahydro-1H-pyra-
zolo[3,4-b]pyridine-5-yl)-acetic acid 3a, after purification by column chromatography on silica gel. 
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