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Аннотация. Метод тонкослойной хроматографии (ТСХ) широко используется для экспрессного ана-
лиза реакционных масс в тонком органическом синтезе. Применение его позволяет не только оценивать 
чистоту веществ и идентифицировать отдельные компоненты, но и следить за ходом синтеза [1-3]. Для 
достоверной идентификации большого числа веществ в многокомпонентных системах и установления 
степени конверсии исходных веществ может использоваться метод ВЭЖХ-МС анализа [4-6]. 
Ранее было показано, что N-арилитаконимиды легко рециклизуются различными бинуклеофилами при 
их совместном кипячении в различных растворителях, однако данные о выборе условий проведения 
реакции были разрозненны и не систематизированы. Целью данной работы является обоснованный вы-
бор оптимальных условий синтеза пиразоло[3,4-b]пиридина, образующегося в ходе взаимодействия N-
фенилитаконимида и 3-метил-1-фенилпиразол-5-амина, на основании мониторинга за ходом протека-
ния реакции с применением комбинации хроматографических методов.  
  Взаимодействие компонентов проводилось в среде малополярных, а также полярных протонных и 
апротонных растворителей. Для контроля полноты протекания реакции применялся метод тонкослой-
ной хроматографии на пластинах TLC Silica gel 60 F254 (Merck) элюенты – хлороформ, метанол и их 
смеси в различном соотношении. Соотнесение компонентов реакционной массы с декларируемыми 
структурами осуществлено на основании данных ВЭЖХ/МС-анализа.  
Показано, что взаимодействие N-фенилитаконимида с 3-метил-1-фенилпиразол-5-амином во всех ис-
следуемых системах в течение 10-15 часов не приводит к полной конверсии реагентов. Использование 
апротонных растворителей, как полярных так и малополярных не позволяет добиться препаративно 
значимых выходов целевого продукта. В протонных растворителях выходы пиразоло[3,4-b]пиридина 
существенно выше. Показано также, что увеличение протонодонорных свойств среды за счёт добавле-
ния уксусной кислоты приводит к более полной конверсии реагентов. 
Данные ТСХ и ВЭЖХ/МС хорошо соотносятся со значениями препаративных выходов пиразоло[3,4-
b]пиридина. Установлено, что наиболее подходящей средой для проведения синтеза является смесь 
пропан-2-ола и уксусной кислоты в соотношении 25:1.  
Ключевые слова: тонкослойная хроматография, высокоэффективная жидкостная хроматография, син-
тез, пиразоло[3,4-b]пиридин. 
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Abstract. The thin layer chromatography (TLC) method is widely used for the rapid analysis of reaction 
masses in fine organic synthesis. The use of this method allows not only assessing the purity of substances and 
identify individual components, but also to monitor the progress of synthesis. To reliably identify a large num-
ber of substances in multicomponent systems and determine the degree of conversion of starting substances, 
the HPLC-MS analysis method can be used. 
It was previously shown that N-arylitaconimides are easily recycled by various binucleophiles when they are 
boiled together in various solvents, but data on the choice of reaction conditions were scattered and unsystem-
atized. The purpose of this study was to investigate the possibility of combining several chromatographic meth-
ods to control and optimize the synthesis of pyrazolo[3,4-b]pyridine formed during the reaction N-phenylita-
conimide and 3-methyl-1-phenyl-pyrazol-5-amine.  
The interaction of the components was carried out in low-polar as well as polar protic and aprotic solvents. For 
the control of the completeness of the reaction, thin layer chromatography on TLC Silica gel 60 F254 (Merck) 
plates was used, chloroform, methanol and their mixtures in various ratios were used as eluents. The compo-
nents of the reaction mass were correlated with the declared structures using HPLC/MS studies.  
It was shown that the interaction of N-phenylitaconimide with 3-methyl-1-phenylpyrazol-5-amine in all studied 
systems for 10-15 hours did not lead to the complete conversion of the reagents. The use of aprotic solvents, 
both polar and low-polar, did not allow obtaining preparatively significant yields of the target product. In protic 
solvents, the yields of pyrazolo[3,4-b]pyridine were significantly higher. It was also shown that an increase in 
the protonogenicity of the medium due to the addition of acetic acid led to a more complete conversion of the 
reagents. 
The TLC and HPLC/MS data correlated well with the data on the preparative yields of pyrazolo[3,4-b]pyridine. 
It was found that the most suitable medium for synthesis was a mixture of propan-2-ol and acetic acid in a ratio 
of 25:1.  
Keywords: thin layer chromatography, high performance liquid chromatography, synthesis, pyrazolo[3,4-
b]pyridine. 
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Введение 
Несмотря на то, что химия пира-

золо[3,4-b]пиридинов изучается до-
вольно давно, и на сегодняшний день 
накоплен обширный материал по спосо-
бам получения разнообразных производ-
ных [1-10], разработка новых методик 
синтеза и подбор оптимальных условий 
для проведения этих процессов не утра-
тили актуальности. Интерес к построе-
нию данной матрицы прежде всего обу-
словлен ее структурным сходством с пу-
риновыми основаниями, что объясняет, 

например, конкурентное ингибирование 
киназы гликогенсинтазы-3 (GSK-3) [11-
12]. Пиразоло[3,4-b]пиридины находят 
применение в качестве антимикробных 

[12], противоопухолевых [12-14], проти-
вовирусных [15], противовоспалитель-
ных [16] препаратов.  

Одним из способов синтеза пира-
золо[3,4-b]пиридинов является конденса-
ция аминопиразола с α,β-ненасыщен-
ными реагентами. Так, 3-метил-1,4-дифе-
нил-1H-пиразоло[3,4-b]пиридин образу-
ется в реакции 3-метил-1-фенилпиразол-
5-амина и 1-фенил-3-диметиламинопроп-
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2-ен-1-она [17]. Замещенные пира-
золо[3,4-b]пиридины могут быть полу-
чены при циклизации аминопиразолов с 
арилиденпировиноградными кислотами 
[18], бензилиденовыми производными 
малонодинитрила [18] или с метоксиме-
тиленовыми [19] и бензилиденовыми 
производными кислоты Мельдрума [20-
21]. Альтернативные варианты построе-
ния пиразоло[3,4-b]пиридиновой си-
стемы реализуются, например, в ходе ре-
акции гидразина с 3-ацетил- [22], 3-кар-
бокси- [23] или 3-цианопиридинами [24], 
содержащими уходящую группу во вто-
ром положении. Также взаимодействие 
2-хлор-3-цинопиридинов и гидразина яв-
ляется широко используемым методом 
получения 3-аминопиразоло[3,4-b]пири-
динов [24-25]. Стоит подчеркнуть, что 
подавляющее большинство публикаций 
посвящено полностью ароматизирован-
ным пиразоло[3,4-b]пиридинам. 

Проблема поиска полифункциональ-
ных и легкодоступных субстратов для 
синтеза разнообразных неароматических 
(гидрированных) гетероциклических со-
единений, является одной из ключевых в 
современной синтетической органиче-
ской химии. В этом отношении обращают 
на себя внимание N-арилитаконимиды, 
взаимодействие которых с различными 
реагентами может приводить к образова-
нию большого числа гидрированных ге-
тероциклических систем [26-27]. Следует 
также отметить, что некоторые получае-
мые таким образом полиазагетероциклы 
применяются в качестве добавок в про-
цессах электрохимического осаждения 
металлов [28-29].  

В рамках обозначенной проблемы, 
цель данной работы заключалась в обос-
нованном выборе оптимальных условий 
синтеза пиразоло[3,4-b]пиридина, обра-
зующегося в ходе взаимодействия N-фе-
нилитаконимида и 3-метил-1-фенилпира-
зол-5-амина, на основании мониторинга 
за ходом протекания реакции с примене-
нием комбинации хроматографических 
методов. 

Экспериментальная часть 
Исходный 3-метил-1-фенил-1H-пира-

зол-5-амин 1 и N-фенилитаконимид 2 яв-
ляются коммерческими препаратами, до-
ступными в компании «Alinda Chemical». 

Методика синтеза метил 2-(3-метил-6-
oксo-1-фенил-4,5,6,7-тетрагидро-1H-пи-
разоло[3,4-b]пиридин-5-ил)-N-фенилаце-
тамида 5. К 5 ммоль аминопиразола 1, 
растворенного в 5 см3 изопропилового 
спирта с добавлением уксусной кислоты 
(0.2 см3), прибавляли 5 ммоль N-
фенилитаконимида 2. Реакционную 
массу кипятили в круглодонной колбе, 
снабженной обратным холодильником, в 
течение 10 часов. Образовавшиеся кри-
сталлы отфильтровывали и перекристал-
лизовывали из изопропилового спирта. 
Выход 50%, т.пл. 253-255°C. 1H ЯМР, (δ, 
мд., J/Hz): 10.44 (с, 1H, NH); 10.23 (с, 1H, 
NH); 7.29-6.95 (м, 10H, Ar); 3.01-3.09 (м, 
1H, СН); 2.85 (дд, J1=15.6, J2=5.8, 1H, 
СН2exo); 2.78 (дд, J1=15.0, J2=7.9, 1H, 
СН2endo); 2.49-2.53 (м, 1H, СН2exo); 2.46 
(дд, 1H, J1=15.1, J2=7.8, СН2endo); 2.10 (с, 
3H, CH3).13C ЯМР (δ, мд.): 171.8; 169.9; 
153.6-152.0; 138.0; 145.0; 138.1; 136.4; 
129.1; 126.5; 122.4; 120.3; 119.1; 119.0; 
116.7; 100.2; 37.4; 36.6; 21, 9; 11,7. 
Найдено, m/z: 360.1171 [M+H]+, вычис-
лено, m/z: 360.1176 [M+H]+. 

Для проведения анализа реакционной 
массы методом ТСХ в качестве подвиж-
ной фазы (ПФ) использовали хлороформ, 
метанол, а также их смeси в соотношении 
20:1, 10:1, 5:1. Кoмпoненты ПФ смеши-
вали непосредственно перед анализом, 
время насыщения камеры составляло 10 
минут. Пробоподготовка заключалась в 
растворении 400 мкг анализируемого об-
разца в 0.5 см3 диметилформамида. Хро-
матографирование проводилось на пла-
стинах TLC Silica gel 60 F254 (Merck) дли-
ной 4 см. Объем пробы – 1 мкл. Для про-
явления хроматографических зон пла-
стину помещали в УФ камеру или обра-
батывали парами йода. Все используемые 
реактивы имели степень чистоты не ме-
нее «х.ч». 
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ЯМР 1H и 13С спектры были 
зарегистрированы на спектрометре 
BrukerDRX-500 (500.13 МГц и 125 МГц) 
в DMSO-D6 с внутренним стандартом 
TMS. ВЭЖХ/МС анализ проводили на 
приборе Agilent Technologies 1260 infinity 
с масс-детектором Agilent 6230 TOF 
LC/MS (времяпролетный детектор масс 
высокого разрешения), метод ионизации 
– двойное электрораспыление (dual-ESI). 
Запись и регистрация сигналов 
проводилась в положительной поляр-
ности; небулайзер (N2) 20 psig, газ-
осушитель (N2) 6 см3/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 (4.6 x 50 мм; 2.7 мкм). 
Градиентное элюирование: ацетонит-
рил/вода (0.1 % муравьиной кислоты); 
скорость потока 0.4 см3/мин. Прог-
раммное обеспечение для обработки 
результатов исследований – MassHunter 
Workstation/Data Acquisition V.06.00. 
Температуры плавления определены на 
приборе Stuart SMP30. 

Обсуждение результатов 
Нами были изучены условия реакции 

между 3-метил-1-фенил-5-аминопиразо-
лом 1 и N-фенилитаконимидом 2 в раз-
личных средах и на основании данных 
хроматографического анализа выбраны 
оптимальные. В качестве растворителей 
были исследованы полярные протонные - 
изопропиловый спирт, метанол, уксусная 
кислота, полярный апротонный N,N-
диметилформамид, малополярные апро-
тонные – толуол, 1,4-диоксан. Было пока-
зано, что применение индивидуальных 
растворителей приводит либо к незначи-
тельной конверсии исходных реагентов, 
либо к образованию неразделимых сме-
сей. Ранее нами было установлено, что 
реакции гетероциклизации с участием 
итаконимидов и различных бинуклеофи-
лов протекают с большей скоростью при 

использовании кислотного катализа (ук-
сусной кислоты) [30-32]. Установлено, 
что и в исследуемом процессе рециклиза-
ции N-фенилитаконимида добавление к 
выбранным растворителям каталитиче-
ских количеств уксусной кислоты оказа-
лось эффективным. 
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Ранее нами было показано [33], что 

взаимодействие исследуемых реагентов 1 
и 2 при кипячении в пропаноле-2 с ката-
литическим количеством уксусной кис-
лоты приводит к образованию 2-(3-ме-
тил-6-oксo-1-фенил-4,5,6,7-тетрагидро-
1H-пиразоло[3,4-b]пиридин-5-ил)-N-фе-
нилацетамида 5. Вероятно, на первой ста-
дии реализуется нуклеофильное присо-
единение нуклеофильного атома угле-
рода аминопиразола 2 к активированной 
кратной связи N-фенилитаконимида 1 с 
образованием промежуточного аддукта 
Михаэля 3. На второй стадии осуществ-
ляется внутримолекулярное присоедине-
ние аминогруппы по связи С=О с образо-
ванием трициклического интермедиата 4, 
который в свою очередь рециклизуется в 
соответствующий пиразоло[3,4-b]пири-
дин 5.  

Метод ТСХ широко применяется для 
качественной оценки хода реакции [34-
35]. Данный метод позволяет визуализи-
ровать изменение состава реакционной 
массы в ходе реакции, оценить наличие 
исходных соединений – аминопиразола 1, 
итаконимида 2 и целевого продукта пира-
золо[3,4-b]пиридина 5, используя соот-
ветствующие образцы – свидетели. 

В качестве элюирующей системы ис-
пользовали хлороформ, метанол и их 
смеси в различном соотношении (20:1; 
10:1; 5:1). Применение этих условий хро-
матографирования позволяет разделить 
компоненты реакционной массы и таким 
образом контролировать ход протекания 
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процесса. В ходе эксперимента контроль 
состава реакционной массы проводили 
каждые 20 минут в течение первых 2 ча-
сов, далее каждый час. Установлено, что 
максимальная конверсия реагентов до-
стигается через 10 часов кипячения. На 
рисунках 1-2 приведены примеры хрoма-
тограмм, получаемых в ходе анализа, где 
I – реакционная масса в уксусной кис-
лоте, II – в изопропиловом спирте с ката-
литическим количеством уксусной кис-
лоты, III – в толуоле с каталитическим ко-
личеством уксусной кислоты, IV – в ме-
таноле с каталитическим количеством ук-
сусной кислоты, V – в 1,4-диоксане с ка-
талитическим количеством уксусной кис-
лоты, VI - в N,N-диметилформамиде с ка-
талитическим количеством уксусной кис-
лоты. 

Как видно из хроматограммы (рис. 1) 
через два часа после кипячения реагентов 
во всех реакционных массах остается зна-
чительное количество непрореагировав-
ших исходных реагентов. Полной кон-
версии исходных компонентов добиться 
не удалось и после кипячения в течение 
10 часов (рис. 2). При этом в реакционной 

смеси кроме пятен, соответствующих ис-
ходным соединениям, обнаруживаются 
пятна еще нескольких соединений, что 
свидетельствует о необходимости прове-
дения дополнительной стадии очистки 
продукта. Чистый пиразоло[3,4-b]пири-
дин 5 (рис. 2 (5)) получили после пере-
кристаллизации из изопропилового 
спирта. Для идентификации компонентов 
смеси были определены значения Rf для 
индивидуальных исходных соединений и 
продукта (таблица 1). 

Несмотря на то, что метод ТСХ позво-
ляет провести экспрессный качественный 
анализ смеси, недостатком данного ме-
тода является невозможность проведения 
количественного анализа. Не представля-
ется возможным также идентифициро-
вать побочные и промежуточные соеди-
нения, для которых отсутствуют стан-
дарты. Для решения этих задач может 
быть использован метод ВЭЖХ-МС ана-
лиза, позволяющий определить количе-
ственное содержание целевого продукта, 
исходных компонентов и возможных 
примесей.  

  
Рис. 1. Хроматографические профили ре-
акционных масс через 2 часа кипячения 

аминопиразола 2 и N-фенилитаконимида 1 
в различных растворителях 

(УФ-детектирование, элюент – смесь хло-
роформа и метанола в соотношении 10:1) 
Fig. 1. Chromatographic profiles of reaction 

masses after 2 hours of boiling of aminopyra-
zole 2 and N-phenylitaconimide 1 in various 

solvents 

Рис. 2. Хроматографические профили ре-
акционных масс через 10 часов кипячения 

аминопиразола 2 и N-фенилитаконимида 1 в 
различных растворителях (УФ-детектирова-
ние, элюент – смесь хлороформа и метанола 

в соотношении 20:1). 
Fig. 2. Chromatographic profiles of reaction 

masses after 10 hours of boiling of aminopyra-
zole 2 and N-phenylitaconimide 1 in various 
solvents (UV detection, eluent – a mixture of 
chloroform and methanol in a ratio of 20:1). 
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Установлено, что в ходе хроматогра-
фического анализа в выбранных усло-
виях происходит удовлетворительное 
разделение компонентов реакционной 
массы. Оценка состава осуществлялась 
методом абсолютной нормировки на ос-
новании ВЭЖХ-МС анализа. Интерпре-
тация сигналов произведена на основе 
предварительно рассчитанных масс всех 
возможных исходных, промежуточных и 
образующихся веществ (таблица 2).  

На интегрированных сканированных 
хроматограммах полного ионного тока 
контрольными являются пики соедине-
ний, соответствующие по молекулярной 
массе N-фенилитаконимиду 1 (время 
удерживания 1.5 мин) и 3-метил-1-фе-
ниламинопиразолу 2 (время удерживания 
2.8 мин), а также целевому пиразоло[3,4-
b]пиридину 5 (время удерживания 1.3 
мин). 

При проведении реакции в чистой ук-
сусной кислоте (рис. 3) в реакционной 
массе помимо исходных реагентов 1 и 2 
фиксируются образование многочислен-
ных побочных продуктов, которые не 
были идентифицированы.  

При проведении реакции в изопропи-
ловом спирте в присутствии каталитиче-
ских количеств уксусной кислоты, после 
10 часов кипячения реакционной массы, 
на хроматограмме (рис. 4) значительно 
увеличивается пик продукта 5. 

При проведении реакции в толуоле в 
присутствии каталитических количеств 
уксусной кислоты, преобладающим на 
хроматограмме (рис. 5) становится пик X, 
соответствующий компоненту с молеку-
лярной массой 361, причём при дальней-
шем кипячении реакционной массы пло-
щадь пика не изменяется. По-видимому, 
этот пик соответствует альтернативному 
аддукту, не способному к дальнейшей 
циклизации, структуру которого устано-
вить не удалось. 

Таким образом показано, что во всех 
перечисленных системах достигается не-
высокая степень конверсии исходных ре-
агентов, в реакционных массах, также, 
фиксируются сигналы интермедиатов и 
образующихся продуктов их внутримо-
лекулярной циклизации. При использова-
нии в качестве растворителя изопропило-

Таблица 1. Значения Rf индивидуальных соединений 1, 2, 5 на пластинах Merck TLC Silica 
gel 60 F254, при однократном элюировании смесью хлороформ : метанол в соотношении 20:1 
Table 1. Rf values of individual compounds 1, 2, 5 on Merck TLC Silica gel 60 F254 plates, with 
a single elution with a mixture of chloroform : methanol in a ratio of 20:1 

Компонент Rf 
3-метил-1-фенил-1H-пиразол-5-амин 2 0.56±0.02 

N-фенилитаконимид 1 0.78±0.02 
пиразоло[3,4-b]пиридин 5 0.11±0.02 

 
Таблица 2. Содержание 2-(3-метил-6-oксo-1-фенил-4,5,6,7-тетрагидро-1H-пиразоло[3,4-
b]пиридин-5-ил)-N-фенилацетамида 5 в реакционной массе после 10 часов кипячения в раз-
личных растворителях. 
Table 2. The content of 2-(3-methyl-6-oxo-1-phenyl-4,5,6,7-tetrahydro-1H-pyrazolo[3,4-b]pyri-
dine-5-yl)-N-phenylacetamide 5 in the reaction mass after 10 hours of boiling in various solvents. 

№ Растворитель Crel % 
I Уксусная кислота 28 
II Изопропиловый спирт с каталитическим количеством уксусной кислоты 54.5 
III Толуол с каталитическим количеством уксусной кислоты 13 
IV Метанол с каталитическим количеством уксусной кислоты 39.7 
V 1,4-Диоксан с каталитическим количеством уксусной кислоты 14 
VI N,N-диметилформамид с каталитическим количеством уксусной кислоты 40 
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вого спирта с добавлением каталитиче-
ских количеств уксусной кислоты дости-
гается наибольшее содержание целевого 
продукта. Однако полной конверсия не 
происходит ни в одной из рассматривае-
мых систем.  

Таким образом, установлено, что реак-
ция между N-фенилитаконимидом 1 и 1-
фенилпиразол-5-амином 2 наиболее глад-
ко протекает при 10-ти часовом кипяче-
нии реагентов в изопропиловом спирте с 
добавлением каталитических количеств 
уксусной кислоты. Выход целевого про-
дукта при этом составляет 50%. 

Структура полученного 2-(3-метил-6-
oксо-1-фенил-4,5,6,7-тетрагидро-1H-пи-
разоло[3,4-b]пиридин-5-ил)-N-фенилаце-
тамида 5 была подтверждена с использо-
ванием данных ЯМР-1Н и ЯМР-13С. 

Заключение 
Установлено, что комбинация методов 

ТСХ- и ВЭЖХ-МС-анализа может быть 
эффективно использована для анализа ре-
акционных масс и контроля за ходом про-
текания взаимодействия N-фенилитако-
нимида и 1-фенилпиразол-5-амина, а 
также позволяет получить более полную 

  
Рис. 3. Интегрированная сканированная 

хроматограмма полного ионного тока для 
реакционной массы через 10 часов кипяче-

ния аминопиразола 2 и N-
фенилитаконимида 1 в уксусной кислоте 

 
 

Fig. 3. Integrated scanned chromatogram of 
the total ion current for the reaction mass af-
ter 10 hours of boiling of aminopyrazole 2 
and N-phenylitaconimide 1 in acetic acid 

Рис. 4. Интегрированная сканированная 
хроматограмма полного ионного тока для 
реакционной массы через 10 часов кипяче-

ния аминопиразола 2 и N-фенил-
итаконимида 1 в изопропиловом спирте с 

каталитическим количеством уксусной 
кислоты 

Fig. 4. Integrated scanned chromatogram of 
the total ion current for the reaction mass af-
ter 10 hours of boiling aminopyrazole 2 and 
N-phenylitaconimide 1 in isopropyl alcohol 

with a catalytic amount of acetic acid 

 
Рис. 5. Интегрированная сканированная хроматограмма полного ионного тока для ре-

акционной массы через 10 часов кипячения аминопиразола 2 и N-фенилитаконимида 1 
в толуеле с каталитическим количеством уксусной кислоты 

Fig. 5. Integrated scanned chromatogram of the total ion current for the reaction mass after 
10 hours of boiling aminopyrazole 2 and N-phenylitaconimide 1 in toluene with a catalytic 

amount of acetic acid 
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информацию о динамике изменения сме-
сей сложного состава. С применением та-
кого подхода найдено, что оптимальными 
условиями проведения реакции N-фени-
литаконимида и 1-фенилпиразол-5-амина 
является 10-ти часовое кипячение смеси 
реагентов в изопропиловом спирте с до-
бавлением каталитических количеств ук-
сусной кислоты.  

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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