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Streszczenie

Nukleozydo Boranofosfoniany — Badania Mechanistyczne i Syntetyczne

Nukleozydo boranofosfoniany stanowig waing klase analogéw nukleotydéw,
w ktérych jeden z niemostkowych atomoéw tlenu zostat zastgpiony grupg boranowa.
Podobienstwo strukturalne nukleozydo boranofosfonianéw do naturalnych nukleotydéw
oraz ich wyzsza trwatos¢ w medium komdrkowym czynig je wyjatkowo uzytecznymi
w badaniach biologicznych. W przeciwienstwie do ich wtasciwosci chemicznych
i biologicznych, reaktywnos¢ samej grupy boranowej w tych zwigzkach jak dotad jest
bardzo mato poznana. Z punktu widzenia chemii, modyfikowanie i prowadzenie
przeksztatcen w obrebie tej grupy otwiera nowe mozliwosci wykorzystania pochodnych
boranofosfoniandéw, np. jako grupy maskujgce lub markery chemiczne dla post-
syntetycznych modyfikacji oligonukleotyddéw, czy tez nowy rodzaj farmakoforéw. Z tych
miedzy innymi powoddw zainteresowatam sie tg klasg zwigzkéw i celem mojej pracy
doktorskiej stato sie przebadanie reaktywnosci grupy boranowej nukleozydo
boranofosfonianéw w warunkach utleniajgcych wobec szerokiego spektrum N-nukleofili,
do ktorych zwigzki te wykazujg szczegdlnie wysokie powinowactwo.

Przeprowadzone badania pozwolity mi na ustalenie poprawnej stereochemii
reakcji przeksztatcania nukleozydo boranofosfoniandw w amidofosforany z aminami
1° i 2° w obecnosci jodu oraz zaproponowanie nowego mechanizm tej reakcji,
wyjasniajgcego  wszystkie fakty eksperymentalne. Badatam réwniez reakcje
boranofosfoniano diestrow z aminami 3° i heterocyklicznymi wobec jodu, ktére
prowadzity do modyfikacji na centrum borowym z utworzeniem motywu strukturalnego
P-B-N. Pokazatam, ze obie reakcje zachodzg prawdopodobnie wg wspdlnego
mechanizmu, a o tworzeniu sie réznych produktéow decydowata trwatosé wigzania P-B
w  zwigzku posrednim, odpowiednim aminoboranofosfonianie. Szczegdétowe
eksperymenty z uzyciem réznych rozpuszczalnikow daty dodatkowy wglad w mechanizm
badanych reakcji i pokazaty, ze rodzaj uzytego rozpuszczalnika ma kluczowe znaczenie
dla reaktywnosci boranofosfonianéw. Udato mi sie zidentyfikowaé i poznac¢ reaktywnosé
nowych, dotad nieopisanych w literaturze pochodnych boranofosfoniandw,
np. jodoboranofosfoniandéw, adduktéw z acetonitrylem (ACN-A3-boranofosfonian),
z tetrahydrofuranem (THF-A3-boranofosfonian). Wykazatam rdéwniez, ze istnieje
mozliwos¢ dalszego modyfikowania adduktéw amin z boranofosfonianami na centrum
boranowym i otrzymatam pierwszg takg pochodng, boranofosfonian diester z dwiema
czgsteczkami pirydyny na centrum boranowym.

Podsumowujac, badania jakie przeprowadzitam w ramach mojej pracy doktorskiej
pozwolity na odkrycie nowych mozliwosci syntetycznych boranofosfonianéw, zaréwno w
aspekcie formalnego podstawienia grupy -BHs inng grupg atomdéw jak
i w funkcjonalizacji samej grupy boranowej. Badania mechanistyczne umozliwity lepsze
poznanie i zrozumienie reaktywnosci boranofosfonianéw wzgledem réznego rodzaju N-
nukleofili i w konsekwencji, dostarczyty réwniez cennych wskazéwek syntetycznych.
Uwazam, ze zdobyta wiedza ma duzg wartos$é¢ poznawczg i moze stanowié punkt wyjscia
do dalszych badan podstawowych nad tg klasg zwigzkéw oraz projektowaniem
analogédw boranofosfoniandw z nowymi motywami strukturalnymi, o potencjalnym
znaczeniu biologicznym, a nawet terapeutycznym.




Summary

Exploring Nucleoside Boranephosphonate Chemistry — Mechanistic and
Synthetic Studies

Nucleoside boranephosphonates are an important class of nucleotide analogues
in which one of the non-bridging oxygen atom has been replaced by a borane moiety (-BHs).
The significant structural similarity to natural nucleotides and their higher stability in the cell
medium make these analogues extremely useful in biological research. In contrast to their
chemical and biological properties, reactivity of the borane group itself in these compounds
has been poorly explored so far. From the chemistry point of view, modifying and carrying
out transformations within this group opens new possibilities for application of
boranephosphonate derivatives, e.g., as masking groups, chemical markers in post-synthetic
modifications of oligonucleotides, or a new type of pharmacophores. These stimulated my
interest in this class of compounds and ultimately, the reactivity of the borane group of
nucleoside boranephosphonate under oxidative conditions with diverse N-nucleophiles
became subject of my PhD thesis.

Using a stereochemical correlation analysis | determined the correct stereochemistry
of the transformation of nucleoside boranephosphonates into phosphoramidates with
1 ° and 2 ° amines in the presence of iodine, and proposed a new mechanism for this
reaction, consistent with all the experimental data. | also studied the reaction of
boranephosphonate diesters with 3° and heteroaromatic amines in the presence of iodine,
which led to a modification on the boron center in the form of the P-B-N bond system. | have
shown that both reactions most probably occur via a common mechanism involving the
same initial reaction steps and that formation of different products was determined by
stability of the P-B bond in the intermediate compound, a corresponding
aminoboranephosphonate. An additional insight into the mechanism provided experiments
with differing solvents, which showed that the type of solvent used was crucial for the
reactivity of boranephosphonates. | was able to identify and study the reactivity of new, so
far not reported in the |literature, boranephosphonate derivatives e.g.,
iodoboranephosphonate, adducts with acetonitrile (ACN-A3-boranophosphonate), and
tetrahydrofuran (THF-A3-boranophosphonate). | have also demonstrated that it is possible to
further modify adducts of amines with boranephosphonates at the borane center, and | have
synthesized a boranephosphonate diester with two pyridine molecules at the borane center,
as the first example of such derivatives.

To sum up, the research that | have carried out as a part of my doctoral thesis
allowed me to discover new synthetic possibilities of boranephosphonate, both in the aspect
of a formal substitution of the -BH3 group with another group of atoms and in the
functionalization of the borane group itself. The mechanistic studies helped to get deeper
understanding of reactivity of boranephosphonate towards various types of N-nucleophiles
that was also of synthetic importance. | believe that the acquired knowledge has a high
cognitive value and can be a starting point for further basic research on this class of
compounds and on the design of new boranephosphonate analogues of potential biological
or therapeutic significance.
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Wprowadzenie

Wprowadzenie

Kwasy nukleinowe (DNA, RNA) to nosniki informacji genetycznej, ktére zawierajg
zakodowane dane decydujgce o przebiegu wszelkich procesow zyciowych
i funkcjonowaniu kazdego organizmu, poczawszy od jednokomérkowych bakterii po
ztozone zespoty komodrkowe tworzgce funkcjonalng cato$é jak rosliny czy zwierzeta.
Nukleotydy, ktére stanowig podstawowe elementy strukturalne kwaséw nukleinowych,
staty sie obiektami ogromnego zainteresowania biochemii od chwili rozwigzania przez
Watsona i Cricka w 1953 r. struktury podwdjnej helisy DNA. Od tego czasu prowadzone
sg intensywne badania nie tylko nad poznaniem i zrozumieniem proceséw zwigzanych
z ekspresjg informacji genetycznej zawartej w tych biopolimerach ale réwniez nad
analogami nukleotydéw i wptywem chemicznych modyfikacji na zmiany funkcji
fragmentow lub catych czgsteczek DNA lub RNA. Badania te sg obecnie ukierunkowane
przede wszystkim na potencjalne wykorzystanie roznych analogéw nukleotydéw do
projektowania nowych terapeutykow oraz diagnostykow medycznych. Na przyktad,
nukleozydo tiofosforany® czy nukleozydo metylofosfoniany? sg wykorzystywane
w terapiach anty-wirusowych, czy w rozwijajacych sie w ostatnich latach strategiach
antysensowej i siRNA (short interfering RNA)3 polegajacych na wyciszaniu ekspresji
uszkodzonego genu. Zainteresowanie pochodnymi nukleotyddw nieustannie rosnie ze
wzgledu na ich wysoki potencjat biologiczny. Poszukiwanie nowych, racjonalnie
uzasadnionych modyfikacji tych czasteczek jest przedmiotem badan prowadzonych
przez wielu naukowcéw na Swiecie i stato sie powodem podjecia badan

w tym obszarze roéwniez przeze mnie.

Obiektem moich zainteresowan badawczych w ramach wykonywane] pracy
doktorskiej staty sie nukleozydo boranofosfoniany. Zwigzki te sg przyktadem
modyfikowanych w czesci fosforanowej nukleotyddéw, w ktdrych jeden z niemostkowych

atomow tlenu zostat zastgpiony grupa boranowg (-BHs).

Autorami pierwszego doniesienia literaturowego dotyczgcego syntezy nukleozydo
boranofosfonianéw byfta grupa amerykanskich naukowcéw (B. R. Shaw, A. Sood,

B. F. Spilvogel)?, ktdra na poczatku lat 90. XX wieku, zaproponowata te klase zwigzkow



Wprowadzenie

jako nowy rodzaj analogéw nukleotydéw. Badania te w nastepnych latach byty

intensywnie rozwijane przez grupy badawcze B. R. Shaw?, T. Wady® i M. Caruthersa’.

Nukleozydo i oligonukleozydo boranofosfoniany wykazujg niezwykte podobierstwo
do naturalnych fragmentéw kwaséw nukleinowych w zakresie zdolnosci przepisywania
i czytania z duzg precyzjg i efektywnoscig informacji genetycznej®. Ponadto zwigzki
te charakteryzuje wieksza lipofilowos$¢, znaczna stabilno$¢ hydrolityczna i odpornosc na
dziatanie nukleaz w porédwnaniu z ich naturalnymi odpowiednikami. Wtasciwosci te
sprawity, ze boranofosfoniany staty sie atrakcyjnym celem badawczym w projektowaniu
réznych biologicznie aktywnych potaczen, a w szczegdlnosci w projektowaniu zwigzkow
przeciwwirusowych i pro-lekdw. Na przestrzeni ostatnich lat, ta klasa zwigzkéw byta
czesto uzywana w pracach biochemicznych i biologicznych, dajac wyjatkowo

interesujgce wyniki i zachecajgce do dalszych badan.

Mimo coraz wiekszego zainteresowania nukleozydo boranofosfonianami, badania
chemii tej klasy zwigzkdw ograniczaty sie przede wszystkim do poszukiwania nowych,
bardziej wydajnych metod ich syntezy. Dopiero w ostatnich latach zaczeto prowadzi¢
badania nad reaktywnoscig samej funkcji boranowej nukleozydo boranofosfonianéw.
Funkcjonalizowanie tak unikalnego ugrupowania jakim jest grupa boranowa (O=P-BHj3),
stanowi niezwykle interesujgce i wazne zagadnienie, ktore moze prowadzi¢ do nowych
zastosowan tak modyfikowanych zwigzkéw. Co wiecej, wprowadzanie réznego rodzaju
modyfikacji wtasnie przy atomie fosforu tafcucha oligonukleotydowego wydaje sie by¢
niezwykle korzystne ze wzgledéw sterycznych. Reszty fosforanowe utozone po
zewnetrznej stronie podwdjnej helisy DNA umozliwiajg kontakt z biatkami i réznego
rodzaju enzymami. Miejsce to jest réwniez wygodne dla wprowadzania strukturalnych
modyfikacji lub réznego rodzaju markeréw chemicznych, wykorzystywanych do post-

syntetycznej modyfikacji kwasow nukleinowych.

Badania nad reaktywnoscig grupy boranowej w boranofosfonianach i poznanie
mozliwosci jakie stwarza chemiczna funkcjonalizacja obudzity moje zainteresowanie tg

klasg zwigzkédw i w konsekwencji staty sie przedmiotem mojej pracy doktorskie;.



Cel pracy

Cel pracy

Gtéwnym celem mojej pracy doktorskiej byty badania reaktywnosci funkcji boranowej

nukleozydo boranofosfonianéw wobec szerokiego spektrum, zréznicowanych

strukturalnie N-nukleofili w warunkach utleniajgcych. Obejmowaty one:

Badania mechanistyczne nad formalnym podstawieniem grupy boranowe;j
funkcjg aminowg w boranofosfonianach w warunkach utleniajacych, gdy

uzytym nukleofilem byta 1° lub 2° amina.

Badania mechanistyczne tworzenia pochodnych z motywem strukturalnym
P-B-N w czasie utleniania boranofosfonianéw w obecnosci

heteroaromatycznych i 3° amin.

Badania wptywu rodzaju uzytego rozpuszczalnika na przebieg reakcji

utleniania boranofosfoniano diestréw w réznych warunkach reakcyjnych.

Badania trwatosci i podatnosci na dalsze utlenianie powstatych adduktéw

amina-A3-boranofosfonian.

Badania spektrum substratowego reakcji tworzenia pochodnych P-B-N pod

wzgledem rodzaju uzytej aminy (czynniki strukturalne i elektronowe).



Skrétowy opis publikacji

Skrotowy opis publikacji wchodzgcych w sktad niniejszej rozprawy

doktorskiej

Zaczynajac opis prowadzonych przeze mnie badan, na wstepie chciatabym wyjasnic
kwestie nazewnictwa badanej przeze mnie klasy zwigzkéow. W literaturze stosowane
i akceptowane s3 dla niej dwie nazwy, mianowicie boranofosfoniany oraz
boranofosforany. Poniewaz zgodnie z nomenklaturg zwigzkéw fosforu, potgczenia
zawierajgce atom fosforu zwigzany z atomem o niskiej elektroujemnosci okresla sie
mianem fosfoniandéw, dlatego nazwa boranofosfoniany wydaje sie by¢ bardziej
poprawna i jednoczesnie wskazuje na lll stopiei utlenienia atomu fosforu. Odnosnie
graficznej prezentacji boranofosfonianéw, potgczenie miedzy atomem fosforu a atomem
boru w tych zwigzkach ma formalnie charakter wigzania koordynacyjnego, powstatego
w wyniku donowania wolnej pary elektronowej zlokalizowanej na atomie fosforu anionu
fosfonianowgo na pusty orbital p atomu boru grupy BHs. Formalny tadunek ujemny jest
przypisany do atomu boru (struktura A, Schemat 1), mimo Ze w rzeczywistosci
zdelokalizowany jest on na atomach wodoru grupy boranowej, nadajgc im czesciowo
charakter jonéw wodorkowych. Strukture A mozna réwniez przedstawi¢ w postaci formy
mezomerycznej B®10 (struktura B, Schemat 1). Schemat 1 przedstawia niektdre formy

graficznego przedstawienia struktury boranofosfoniandw spotykane w literaturze.

Il Il
R'0-P-OR? <« » R'0-PZOR? R'0-P-OR?
] OF
B B .B<
B °B. =N
H Ill H H 1 H Y
A B c

R', R? = alkil, aryl, nukleozyd
Schemat 1. Mozliwosci przedstawienia struktury boranofosfonianow.

W ciggu ostatnich dziesiecioleci chemicy prébowali opracowac skuteczne metody
wprowadzenia funkcji boranowej (-BH3) do ugrupowania fosforanowego nukleotydéw
i oligonukleotyddw. Pierwsza z publikacji wchodzgcych w sktad mojej rozprawy
doktorskiej, ,Nukleozydo i oligonukleozydo boranofosfoniany — metody syntezy
i wybrane wifasciwosci biologiczne” (Wiadomosci Chemiczne, 2020), stanowi krotki

przeglad literaturowy réznych metod wprowadzania motywu strukturalnego



Skrétowy opis publikacji

boranofosfonianu za pomocg metody amidofosforynowej, strategii H-fosfonianowej lub
poprzez zastosowanie dedykowanych odczynnikdw boranofosfonylujgcych. W pracy tej
przedstawitam réwniez opracowane metody chemicznej i enzymatycznej syntezy
analogéw oligonukleotydéw zawierajgcych stereozdefiniowane boranofosfonianowe
wigzania internukleotydowe. Ostatnia cze$¢ pracy poswiecona jest wybranym
wtasciwosciom biologicznym nukleozydo i oligonukleozydo boranofosfonianéw, m.in.,
ich odpornosci na dziatanie enzymdw nukleolitycznych, interakcji z réznymi enzymami
zwigzanymi z regulacjg ekspresji gendw, itp., ktére czynig te zwigzki atrakcyjnym
narzedziem do badan molekularnych podstaw proceséw biologicznych i sg wazine

w aspekcie projektowania nowych terapeutykdéw i diagnostykéw medycznych.

Badania nad reaktywnoscia samej funkcji boranowej nukleozydo
boranofosfonianéw i mozliwosciami jej modyfikacji, stanowig nowy rozdziat w chemii tej
klasy zwigzkéw. Zapoczatkowane zostaty w 2015 roku dwiema publikacjami Caruthersa
et al*1?2, w ktérych przedstawiono mozliwoéci uzycia boranofosfoniandéw jako
chemicznych markeréw do post-syntetycznej modyfikacji kwaséw nukleinowych. Prace
te wzbudzity moje zainteresowania chemig boranofosfonianéw i zachecity do podjecia
badan majagcych na celu poznanie podatnosci ugrupowania boranowego w tych

analogach nukleotydowych na dalszg funkcjonalizacje.

W pierwszej pracy Caruthersa et al*l. dotyczacej reaktywnosci grupy boranowej
nukleozydo boranofosfonianéw, opublikowanej w renomowanym czasopiSmie
naukowym (Journal of the American Chemical Society), zostaty opisane przeksztatcenia
tych zwigzkéw w odpowiednie analogi fosforanéw, np. amidofosforany, tiofosforany
i C-fosfoniany. Reakcje byly stereospecyficzne, a produkty tworzyly sie, wedtug autoréw,
z catkowitg retencjg konfiguracji na atomie fosforu. Metoda ta zostata przedstawiona
jako wydajna droga wprowadzania post-syntetycznych modyfikacji na centrach
fosforowych tancucha DNA. Zaproponowany mechanizm dla tego przeksztatcenia
(Schemat 2) zaktadat jako kluczowy etap rozerwanie wigzania fosfor-bor jako nowy typ
reaktywnosci boranofosfoniandw, nazwany przez autoréw oksydatywng substytucjg

nukleofilowg na atomie fosforu.
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Schemat 2. Zaproponowany przez Caruthersa et al.** mechanizm przeksztatcania
boranofosfoniandow w amidofosforany.

Chociaz na pierwszy rzut oka mozliwy, gtéwny etap tego mechanizmu
(oksydatywna substytucja nukleofilowa) budzit nasze watpliwosci z co najmniej trzech
powoddw. Po pierwsze, grupg opuszczajgcg w zaproponowanym mechanizmie bytby
dianion borylowy [:BH2l]%, niosacy ze sobg dwa tadunki ujemne i posiadajacy dodatkowo
wolng pare elektronowg. Wydawato sie byé mato prawdopodobne aby takie
indywiduum chemiczne mogto by¢ dobrg grupg opuszczajaca. Po drugie, watpliwosci
budzit rodzaj atakujacego nukleofila, a mianowicie, anion jodkowy. Zgodnie z teorig
twardych i miekkich kwasoéw i zasad (HSAB), jodki nie sg dobrymi nukleofilami dla
twardego centrum elektrofilowego, jakim jest atom fosforu. Po trzecie, ujemnie
natadowane centrum fosforowe boranofosfonianu z pewnoscig utrudniatoby atak
ujemnie natadowanego nukleofila, co przektadatoby sie na wysokg energie aktywacji
(reakcja nie zachodzitaby tatwo). Powyzsze watpliwosci co do poprawnosci mechanizmu
tego etapu syntezy byly o tyle wazne, gdyz stawialy pod znakiem zapytania
stereochemie catego procesu, w tym konfiguracje na atomie fosforu finalnego produktu
reakcji, odpowiedniego amidofosforanu (postulowana retencja konfiguracji).
Kolejna praca z tego samego laboratorium dotyczyta reakcji boranofosfoniano diestrow
z pirydyna*? w obecnosci jodu. Autorzy oczekiwali, ze pirydyna i réznego rodzaju

heteroaromatyczne aminy bedg reagowaé podobnie z boranofosfonianami jak 1° i 2°
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aminy, dajac jodofosforany, a z nich reaktywne amidofosforanowe pochodne (tzw.
addukty pirydyniowe), potencjalnie uzyteczne w syntezie oligonukleotydéw. Okazato sie
jednak, ze w przypadku pirydyny (i innych amin 3°), nie nastepowato oczekiwane
rozrywanie wigzania P-B, jak to miato miejsce dla 1° i 2° amin, lecz powstawaty zwigzki
z ugrupowaniem P-B-N (np. B-pirydynioboranofosfoniany). Ze wzgledu na tworzenie sie
réznych produktow, autorzy zaproponowali dla tej reakcji nowy mechanizm, inny niz ten
opisany wyzej dla 1° i 2° amin. Zakfadat on tworzenie kompleksu pirydyna-jod, ktéry
nastepnie w wyniku jednoetapowej czterocentowej reakcji z boranofosfoniano diestrem

dawat finalny produkt, B-pirydynioboranofosfonian jako gtéwny produkt (Schemat 3).

R OR?

| - +
o=p—8-H |\ ) ——— o=p—BN_
OR"H \_/ = OR'H
boranofosfonian B-pirydynioboranofosfonian

R, R? = alkil,nukleozyd

Schemat 3. Zaproponowany przez Caruthersa et al.**> mechanizm tworzenia pochodnych

zawierajgcych wigzanie P-B-N.

Biorgc pod uwage, ze aminy alifatyczne sg bardziej zasadowe w pordwnaniu
z pirydyng i rowniez moga tworzy¢ kompleksy z jodem, zastanawiajgce byto, dlaczego
w przypadku amin alifatycznych reakcja z boranofosfonianami w obecnosci jodu miataby
zachodzi¢ wg innego mechanizmu. Wyprzedzajgc nieco dyskusje na ten temat, moje
badania pokazaty, ze reakcje z rozerwaniem wigzania P-B i te, w ktdrych to wigzanie
zostaje zachowane (tworzenie pochodnych P-B-N), stanowig szczegdlne przypadki tego

samego mechanizmu, jesli chodzi o utlenianie grupy boranowej boranofosfonianéw.

Watpliwosci i dyskusje jakie wzbudzity w naszym laboratorium powyisze prace
oraz zainteresowania naszej grupy badawczej boranofosfonianami jako potencjalnymi
terapeutykami'31* sprawity, ze wtasnie ten obszar chemii boru i fosforu stat sie dla mnie
niezwykle interesujgcy, a powyzsze zagadnienia mechanistyczne, tematem mojej pracy

doktorskiej.
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Pierwszym, waznym etapem prowadzonych przeze mnie badan byto sprawdzenie
czy watpliwosci, jakie budzit w nas zaproponowany w literaturze mechanizm dla reakgcji
przeksztatcania boranofosfonianébw w amidofosforany (Schemat 1), znajdzie
eksperymentalne potwierdzenie. Zanim zaczetam rozwazaé rézne opcje mechanistyczne
dla etapu oksydatywnej nukleofilowej substytucji, postanowitam sprawdzi¢, czy
postulowana stereochemia catego przeksztatcenia (retencja konfiguracji) byta poprawna.
Byto to o tyle wazine, gdyz nasze watpliwosci budzito rowniez przypisanie absolutnej
konfiguracji finalnego dinukleozydo (3’-5’) amidofosforanu (co miatoby wptyw na
stereochemie catego procesu) za pomocg spektroskopii jadrowego efektu Overhausera
(eksperyment NOESY). Najbardziej wiarygodnym sposobem sprawdzenia stereochemii
badanej reakcji wydawata sie by¢ analiza stereochemiczna produktu omawianej reakc;ji,
tj. dinukleozydo amidofosforanu, i jego poréwnanie z analogicznym produktem, ale

otrzymanym na innej, stereochemicznie zdefiniowanej $ciezce syntetyczne;.

W tym celu zaprojektowatam schemat stereochemicznej analizy korelacyjnej
(Schemat 4) w ktérym zwigzkiem centralnym byt modelowy dinukleozydo (3’-5’)
H-fosfonian A. Zwigzek ten umozliwiat synteze odpowiedniego dinukleozydo
amidofosforanu na dwdch niezaleznych drogach: oksydatywnej kondensacji z wybrang
aming lub, po przeprowadzeniu w odpowiedni boranofosfonian, utlenieniu wobec tej
samej aminy (badana reakcja). Do reakcji uzytam mieszanine 1:2 diastereomeréw
dinukleozydo  H-fosfonianu A, ktérg poddatam oksydatywnej kondensacji
z n-butyloaming, w acetonitrylu, w obecnosci elementarnego jodu. Jest to dobrze znana
w chemii H-fosfoniandw stereospecyficzna reakcja, w wyniku ktérej otrzymany produkt,
w tym wypadku amidofosforan, tworzy sie z catkowitg inwersjg konfiguracji na atomie

fosforul>17,

Te samg mieszanine P-diastereomeréw dinukleozydo H-fosfonianu A poddatam réwniez
reakcji boranowania (etap ten zachodzi z retencjg konfiguracji na atomie fosforu),
otrzymujgc zdefiniowang stereochemicznie mieszanine izomeréw dinukleozydo
boranofosfonianu. Tak przygotowany substrat w nastepnym etapie zostat poddany
reakcji z n-butyloaming i jodem wedtug procedury opisanej w literaturze (badana

reakcja). Schematy 5a i 5b przedstawiajg widma 3P NMR substratow i produktéw reakcji
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oksydatywnej kondensacji A z aming i badane] reakcji odpowiedniego boranofosfonianu

z aming wobec jodu.

0 0 5
R1O-P-OR2 retencia R10-P-OR2 { o inwersja 0
°B ——> o3§ R'0-P-OR? ————— R'0-P-0R?
H’H\H I, H lli\l | NH2R?, Sy2 NHR3
) Jodoboranofosfonian Jaka bedzie konfiguracja tego
retencja . zwigzku na atomie P?
boranowanie
9 retencja 1 inwersja 9
R'O-P-ORZ2 ~ — = R'0-P-OR? —————>  R'0-P-OR?
& I2 | NH,R® , Sy2 NHR3
(A)
mieszanina stereoizomeréw jodofosforan inwersja

fast:slow (2:1)
R'= 5-O-Tr-tymidyn-3"-yl, R?= 3'-O-Tr-tymidyn-5"-yl, R® = alikil, aryl

Schemat 4. Plan stereochemicznej analizy korelacyjnej dla amidofosforanu otrzymanego
przez boranofosfonian.

Taki sam uktad sygnatéw w widmach 3P NMR produktéw obu reakcji
jednoznacznie wskazywat na powstawanie takich samych mieszanin P-diastereomeréw
amidofosforanu, a wiec na takg samga stereochemie obu reakcji (Schemat 5a i 5b).
Poniewaz stereochemia oksydatywnej kondensacji H-fosfonianéw z aminami jest znana
i zachodzi z inwersjg konfiguracji na atomie fosforu, wiec réwniez reakcja przeksztatcania
boranofosfonianéw w amidofosforany musi zachodzi¢ z catkowitg inwersjg konfiguracji,
a nie z retencjg konfiguracji jak to byto postulowane w literaturze. To stwierdzenie, poza
korektg bfednie przypisanej konfiguracji finalnego produktu, miato réwniez
fundamentalne znaczenie dla mechanizmu badanej reakcji. Poniewaz w zaproponowanej
analizie korelacyjnej stereochemia tylko jednego etapu (oznaczony znakiem zapytania na
Schemacie 4) byta nieznana, inwersja konfiguracji na atomie fosforu catego procesu
wskazywata, ze etap ten musi zachodzi¢ z retencjg, a nie z inwersjg konfiguracji.
Potwierdzito to stusznos¢ naszych watpliwosci przypisywania temu etapowi mechanizmu
typu Sn2, implikujgcemu inwersje konfiguracji. W tej sytuacji powstato pytanie: wedtug
jakiego mechanizmu moze zachodzi¢ formalne podstawienie grupy jodoboranowej
jodem, aby zgodnie z otrzymanymi danymi eksperymentalnymi zachodzit on z retencjg

konfiguracji na atomie fosforu?

10
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Schemat 5a. Widma *' P NMR substratéw i produktéw z eksperymentu stereochemicznej analizy
korelacyjnej dla dinukleozydowego H-fosfonianu A.
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Schemat 5b. Widma *' P NMR substratéw i produktéw z eksperymentu stereochemicznej analizy
korelacyjnej dla dinukleozydowego boranofosfonian, otrzymanego z H-fosfonianu A.

11



Skrétowy opis publikacji

Poniewaz boranofosfoniany mozna traktowa¢ jako kompleksy anionu
fosfonianowego z boranem zatozytam, ze przy labilizacji wigzania P-B (np. poprzez
utworzenie jodoboranofosfonianu) moze nastepowaé spontaniczna dysocjacja takiego
kompleksu z odtworzeniem anionu fosfonianowego, ktéry w warunkach reakcyjnych
ulegatby natychmiastowemu utlenianiu do jodofosforanu. Poniewaz dysocjacja
kompleksu powinna zachodzi¢ z retencja konfiguracji na atomie fosforu (odwrotnosé
procesu tworzenia sie boranofosfonianu), a utlenianie anionu fosfonianowego zachodzi
rowniez z retencjg konfiguracji, catkowita stereochemia tego przeksztatcenia bytaby

zgodna z wymagang retencjg na centrum fosforowym. Taki mechanizm przedstawia

Schemat 6.
— @ —_
0)
10—P—-0OR2 :
9 retencja R'O P OR;, retencja n
R'0-P-OR £l | — R'0-P-OR?
oB |
HT 1
H™ 1
. H - jodofosforan

jodoboranofosfonian

Schemat 6. Zaproponowany mechanizm dla przeksztafcenia jodoboranofosfonianu w odpowiedni
jodofosforan zachodzqcy z retencjq konfiguracji na atomie fosforu.

Waznym punktem tego mechanizmu byto utleniania jodem utworzonego anionu
fosfonianowego, co implikowato zuzycie 2 ekw. jodu i ttumaczyto fakt dlaczego
ekwimolarne ilosci jodu postulowane w oryginalnym mechanizmie, byty w naszych
rekach  niewystarczajgce do  catkowitego  przeksztatcenia  boranofosfonianu
w odpowiedni amidofosforan.

Dostarczenie dowoddéw eksperymentalnych potwierdzajacych zaproponowany
mechanizm okazato sie dos¢ trudnym zadaniem, gdyz caty proces przeksztatcenia
boranofosfonianu w odpowiedni amidofosforan zachodzit bez tworzenia sie produktéw
przejsciowych mozliwych do zarejestrowania w widmach 3P NMR. Poniewaz
zaproponowany mechanizm implikowat tworzenie sie anionu fosfonianowego, podjetam
probe uwiarygodnienia tego procesu, ponad uzasadnione watpliwosci, poszukujgc
dowodéw na tworzenie sie H-fosfoniandw jako produktéw posrednich. Badania te, wraz
z wspomniang wyzej stereochemiczng analizg korelacyjng stanowity tres¢ drugiej

publikacji ,,Reaction of Boranephosphonate Diesters with Amines in the Presence of

12
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lodine: The Case for the Intermediacy of H-Phosphonate Derivatives” Journal of Organic
Chemistry (2018)*.

W trakcie tych badan, wykonujgc eksperymenty w réznych warunkach, udato mi
sie zaobserwowac tworzenie sie diestrow H-fosfonianéw i pokazaé, ze mogg by¢ one
produktami posrednimi w badanej reakcji. Byto to kluczowym elementem dla
wyjasnienia prawidtowej stereochemii tworzenia sie dinukleozydo amidofosforanu, co

finalnie pozwolito na zaproponowanie nowego mechanizmu dla dyskutowanej reakcji

(Schemat 7).
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amidofosforan jodofosforan

R1, R? = reszta nukleozydowa, alkil, R3 = alkil, aryl,

Schemat 7. Nowy mechanizm dla reakcji przeksztatcania boranofosfonianéw w
amidofosforany.

Najwazniejszymi etapami tego mechanizmu s3: (i) tworzenie silnie
elektrofilowego A3-boranofosfonianu X, ktdory moze koordynowaé rdine nukleofile
obecne w medium reakcyjnym, oraz (ii) pekanie wigzania P-B z utworzeniem anionu
fosfonianowego, lub bardziej prawdopodobnie, H-fosfonianu. Ten ostatni proces
wymagat labilizacji wigzania fosfor-bor, w czym instrumentalne wydawato sie byc¢
dokoordynowanie do grupy boranowej aminy, jako silnego donora elektronéw na
centrum boranowym. Powinno powodowac to ostabienie wigzania P-B i ufatwiaé

oddysocjowanie czesci fosfonianowej. Zaproponowany mechanizm jest zgodny

13
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z obserwowang stereochemig procesu tworzenia sie amidofosforandw z odpowiedniego
boranofosfonianu, oraz wyjasnia wyzsze niz stechiometryczne zuzycie jodu i aminy w tej
reakcji.

W nastepnym etapie moich badan zajmowatam sie reakcjg boranofosfonianéw
z 3° i heteroaromatycznych aminami (np. pirydyny) w obecnosci jodu. Proces ten réznit
sie fundamentalnie od reakcji z 1° i 2° aminami, gdyz nie prowadzit do rozerwania
wigzania P-B, lecz do tworzenia produktow zawierajacych ugrupowanie P-B-N,
np. adduktéw pirydyna-A3-boranofosfonian czy trietyloamina-A3-boranofosfonian
(odpowiednio A i B, Rys. 1), nazywanych réwniez, odpowiednio, B-pirydynio-
i B-amonioboranofosfonianami. Sg to trwate zwigzki, ktére mozna izolowac za pomocg
chromatografii na zelu krzemionkowym. Badania nad mechanizmem powyzszej reakc;ji
i niektorymi wtasciwosciami zwigzkéw z wigzaniami P-B-N zostaty opisane w 3. publikacji
»,Reaction of Boranephosphonate Diesters with Pyridines or Tertiary Amines in the

Presence of lodine: Synthetic and Mechanistic Studies”, Journal of Organic Chemistry

(2020)*.
] § H+= ] Q 'T'_+/_
RIO-P—B-N_ ) RIO-P—B-NT~_
R?0 H R?0 H 7
(A) (B)

R', R? = alkil lub reszta nukleozydowa
Rys. 1. Przyktady zwigzkdow zawierajgcych uktad wigzan P-B-N.

Spektrum substratowe reakcji boranofosfonianéw z 3° aminami jest do$é
szerokie a eksperymenty z wykorzystaniem spektroskopii 3'P NMR pokazywaty wydajne
tworzenie sie ugrupowania P-B-N w reakcjach, np. z cyklicznymi i acyklicznymi
3° aminami, cyklicznymi amidynami (DBU, DBN), a nawet z zawadzonymi sterycznie
pirydynami (2,6-lutydyna). Czynnikami stabilizujgcymi tego rodzaju potaczenia jest
prawdopodobnie istnienie formy betainowej ze znacznym udziatem back donation,
dodatkowo stabilizujgcym wigzanie B-N. Aminy alifatyczne, jako lepsze o-donory pary
elektronowej (hybrydyzacja sp3) w pordwnaniu do amin heteroaromatycznych
(hybrydyzacja sp?) tworzyly bardziej stabilne kompleksy amina-A3-boranofosfonian,

jednak ich syntezy nie przebiegaty tak wydajnie jak w przypadku pirydyny.

14
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Prawdopodobnie, reakcje uboczne amin z jodem i szybsze zuzywanie sie substratow byty

czynnikami wptywajgcymi na nizsze wydajnosci tych pierwszych reakg;ji.

Jak wspominatam powyzej, ze wzgledu na tworzenie sie réznych produktow
w reakcjach boranofosfonianéw z 1° i 2° aminami vs aminy 3° i heteroaromatyczne
w obecnosci jodu, Caruthers et al.?21? proponowali dwa odrebne mechanizmy dla obu
typdw reakcji. To mechanistyczne zréznicowanie wydawato sie do$é dziwne biorgc pod
uwage role, jaka petnit jod w tej reakcji i moim zdaniem, wynikato raczej z btednego
mechanizmu przypisanemu reakcjom boranofosfonianéw z 1° i 2° aminami, niz
z koniecznosci poszukiwania mechanistycznego wyjasnienia przebiegu reakgji
boranofosfoniandw z 3° aminami.

Postawitam wiec hipoteze, ze poczatkowe etapy reakcji boranofosfoniano
diestrow z aminami wobec jodu sg takie same niezaleznie od typu uzytej aminy
i polegajg na utworzeniu silnie elektrofilowego A3>-boranofosfonianu X (Schemat 7), ktéry
koordynowat obecng w medium reakcyjnym amine tworzac kompleksy
amina-A3-boranofosfonian (Schemat 8). Dalszy los reakcji zalezat natomiast od rodzaju
i stabilnosci utworzonego kompleksu. Dla 1° i 2° amin byty to aminoboranofosfoniany, w
ktorych obecnos¢ wolnej pary elektronowej na atomie azotu moze destabilizowaé
wigzanie P-B, prowadzgc do rozpadu kompleksu z utworzeniem odpowiedniego
H-fosfonianu, i po jego utlenieniu, do amidofosforanu. W przypadku
3° i heterocyklicznych amin, utworzone kompleksy amina-A3-boranofosfonian byty
natomiast trwate (struktura betainy, brak wolnej pary elektronowej na atomie azotu)

i pozostawaty koricowymi produktami reakcji (np. B-pirydynioboranofosfonian).
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Schemat 8. Zaproponowany mechanizm reakcji boranofosfonianéw z 1°, 2° i 3° aminami
zachodzqcy przez A3-boranofosfonian X jako zwigzek przejsciowy.

Mimo pozornej prostoty, reakcja ta okazata sie by¢ eksperymentalnie trudng.
Gtéwnymi problemami byty niepowtarzalne czasem wyniki mimo dbatosci o zachowanie
takich samych warunkéw eksperymentalnych, uporczywe tworzenie sie produktéw
ubocznych, duza czutos¢ na rodzaj uzytego rozpuszczalnika i stechiometrie reagentdow.
Ze wzgledu na analogiczng reaktywnos¢ dietylowego i ditymidynowego
boranofosfonianu, wybratam ten pierwszy jako ukfad modelowy do moich badan,
z uwagi na koszty i tatwos¢ syntezy oraz prostsze do interpretacji widma NMR.

Biorgc pod uwage zaproponowany na Schemacie 7 mechanizm, w ktérym
kluczowym etapem na drodze syntezy adduktéw amin z boranofosfonianami byta
pochodna X zawierajgca triskoordynowany atom boru, pewne mozliwe zrodta
obserwowane] niepowtarzalnosci badanej reakcji zaczety by¢ bardziej zrozumiate.
W pierwszej kolejnosci postanowitam zbada¢ wptyw rodzaju uzytego rozpuszczalnika na
przebieg dyskutowanej reakcji. Ten czynnik wydawat sie waznym z przynajmniej dwdch
wzgleddéw. Po pierwsze, zaktadajgc, ze w reakcji zaangazowany jest zwigzek posredni
z deficytem elektrondw, A3-boranofosfonian X, zdolno$¢ koordynacyjna lub wtasciwosci
donowania elektronéw przez rozpuszczalnik mogg mie¢ szczegdlne znaczenie dla
stabilizacji takich uktadéw. Mozliwosci takie stwarzaty np. acetonitryl lub
tetrahydrofuran, ale nie dichlorometan. Po drugie, rozpuszczalnik moze mieé duzy
wplyw na reaktywnos¢ jodu poprzez tworzenie komplekséw typu charge transfer.
Przyktadem tego ostatniego byta ciemnofioletowa barwa roztworu jodu
w dichlorometanie, ktéra swiadczyta o tym, ze jod w tym rozpuszczalniku pozostawat

w formie czgsteczkowej, podczas gdy brunatna barwa roztworu w acetonitrylu
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wskazywata na tworzenie sie kompleksow molekularnych, mogacych modulowac
efektywno$¢ utleniania grupy boranowej. W swietle powyzszego, oraz biorgc pod uwage
rozpuszczalnos¢ substratow, wybratam dichlorometan (DCM) oraz acetonitryl (ACN) jako
dwa rdzne typy rozpuszczalnikow w prowadzonych przeze mnie badaniach.

Standardowa procedura otrzymywania adduktéw amina-A3-boranofosfonian
zakfadata stosowanie trzykrotnego nadmiaru jodu oraz dziesieciokrotnego nadmiaru
3° aminy w stosunku do boranofosfonianu. W tych warunkach produktem reakcji w DCM
byt addukt pirydyna-A3-boranofosfonian (3!P NMR, & = 60 ppm), ktéry powstawat
z wydajnoscig okoto 80% (pozostate 20% to produkt uboczny, 3P NMR, 6p = 45 ppm).
Krancowo duzy wptyw rozpuszczalnika obserwowatam dla reakcji w ACN, ktéra
w odrdznieniu od tej w DCM, prowadzita do zupetnie innego produktu, tetraetylowego

pirofosforan (3P NMR, &p = -13 ppm) (Schemat 9).

O, H —
_P_R—_N@&
DCM St B\HN:\ )

0 1. 10 ekw. Py > EtO
no ,H 2.3 ekw. I, B-pirydynioboranofosfonian
EtO—FI’—B\—H :
EtO H 60 min. ACN

I I
EtO—IID—O—I?—OEt

b fosfoni
oranofosfonian EtO OFEt

pirofosforan

Schemat 9. Reaktywnosc¢ boranofosfoniandéw z 3° aminami w zaleznosci od uzytego
rozpuszczalnika: reakcja w dichlorometanie vs w acetonitrylu.

Bardziej szczegdétowe badania reakcji w acetonitrylu pokazaty, ze poczgtkowo
tworzyt sie addukt pirydyna-A3-boranofosfonian, jednak zwigzek ten w mieszaninie
reakcyjnej byt niestabilny i w czasie okoto 30-60 min. ulegat przeksztatceniu do
pirofosforanu tetraetylowego. Dla procesu tego zaproponowatam mozliwy mechanizm,
w ktérym kluczowga role odgrywat atak nukleofilowy anionu jodkowego na pierscien
aromatyczny kationu pirydyniowego.

Podjetam réwniez prébe ustalenia struktury produktu ubocznego (3!P NMR, 6p =
45 ppm) tworzacego sie reakcjach prowadzonych w DCM. Byto to wazne w aspekcie
lepszego poznania reaktywnosci zwigzkédw z wigzaniem P-B-N jak i ewentualnej roli
rozpuszczalnika w tym procesie. Najbardziej prawdopodobnym scenariuszem tworzenia
sie produktu ubocznego byta nastepcza reakcja utleniania kolejnego jonu wodorkowego

funkcji boranowe]. Przeprowadzone badania pozwolity mi na opracowanie warunkéw
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reakcyjnych, w ktorych zwigzek ten tworzyt sie jako gtéwny produkt. Pochodng te
wyizolowatam i ustalifam jej strukture jako adduktu boranofosfonianu z dwiema

czasteczkami pirydyny (B-dipirydynioboranofosfonian, Schemat 10).

I N 7
O _H 2 o [ O H : \>
e 7 i @ o Ne
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—_— | N\

| H ! N
EtO DCM o H EO  jo N
—

B-pirydynioboranofosfonian B-dipirydynioboranofosfonian

Schemat 10. Synteza produktu ubocznego, dipirydynioboranofosfonianu, poprzez nastepcze
utlenianie B-pirydynioboranofosfonianu.

Tworzenia takiego produktu ubocznego nie obserwowatam w reakgji
prowadzonej w acetonitrylu. Najprawdopodobniej w tym rozpuszczalniku nie zachodzito
utlenianie kolejnego jonu wodorkowego grupy boranowej, co byto zgodne z naszymi
wczesniejszymi obserwacjami, ze reakcje boranofosfonianéw z jodem w acetonitrylu
byty wolniejsze i aby osiggngé catkowite przereagowanie substratu wymagaty
stosowania wiekszego nadmiaru jodu w poréwnaniu do reakcji prowadzonych w DCM.

Z powodu duzych rdznic w reaktywnosci boranofosfonianéw w dichlormetanie
i acetonitrylu postanowitam wykona¢ obie reakcje bez obecnosci aminy (reakcje
preaktywacji), aby zobaczyé, co jest poczatkowym produktem utleniania
boranofosfonianéw jodem w kazdym z tych rozpuszczalnikdw. Oczekiwanym produktem
byt jodoboranofosfonian (Schemat 4), ktéry modgtby sie tworzyé albo bezposrednio
w reakcji czterocentrowej boranofosfonianu i jodu, lub poprzez koordynacje anionu
jodkowego przez postulowany A3-boranofosfonian X (Schemat 7). Mogto to rzuci¢ pewne
Swiatto na poczatkowe etapy postulowanego przez nas mechanizmu oraz dostarczyé
informacji o reaktywnosci tworzgcych sie zwigzkdw przejsciowych.

W reakcji boranofosfonianu dietylu w dichlorometanie z trzykrotnym nadmiarem
jodu tworzyt sie produkt generujgcy sygnat w widmie 3P NMR przy okoto 70 ppm
i -39 ppm w B NMR, natomiast dla reakcji prowadzonych w acetonitrylu, przesuniecia
chemiczne dla powstajgcego produktu wynosity odpowiednio 75 ppm (3!P NMR) oraz -25
ppm (B NMR). Poczatkowo zaktadatam, Zze produktami obu reakcji jest oczekiwany

jodoboranofosfonian dietylu, a réznice w przesunieciach chemicznych sg spowodowane
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rozng polarnoscig rozpuszczalnikdw. Sugerowac to maégt rowniez fakt, ze po zmieszaniu
obu roztworéw obserwowatam tylko jeden sygnat w widmie 3'P NMR (ok. 75 ppm)
i w widmie "B NMR (ok. -25 ppm). Jednakie dalsze eksperymenty jednoznacznie
pokazaty, ze w obu reakcjach tworzyty sie dwa rézne zwigzki. Mimo ze zadnego z tych
produktdw preaktywacji nie udato sie wyizolowa¢, widma masowe mieszanin
reakcyjnych pozwolity mi zidentyfikowac zwigzek powstajagcy w dichlorometanie jako
jodoboranofosfonian dietylu, natomiast zwigzek z reakcji prowadzonej w acetonitrylu,

jako nowy typ kompleksu acetonitryl-A3-boranofosfonian (Schemat 11).

9 H 9o H
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ACN-A3-boranofosfonian pirofosforan

Schemat 11. Struktury produktow preaktywacji boranofosfonianu dietylu jodem w DCM i w ACN.

Biorgc pod uwage, ze kazdy z produktdéw preaktywacji posiadat dobrg grupe
odchodzaca, a mianowicie, jodek lub acetonitryl, to do$¢ zaskakujgco, kazdy z nich dawat
inny produkt w reakcji z dodang 3° aming (Schemat 11). W reakcji jodoboranofosfonianu
z pirydyng tworzyt sie addukt pirydyna-A3-boranofosfonian, najprawdopodobniej w
reakcji substytucji nukleofilowej jodkdw przez pirydyne na centrum boranowym.
Natomiast sposdb powstawania pirofosforanu tetraetylowego w reakcji generowanego
in situ adduktu acetonitryl-A3-boranofosfonian z pirydyng byt mniej oczywisty
i zaproponowatam dla niego mechanizm podobny do reakgc;ji Rittera.

Eksperyment z preaktywacjg, w ktérym tworzyt sie jodoboranofosfonian i ktéry
w reakcji z pirydyng dawat oczekiwany produkt (B-pirydynioboranofosfonian),
poczgtkowo dos¢ mocno wspierat hipoteze jodoboranofosfonianu jako zwigzku
przejéciowego w reakcji tworzenia adduktéw amina-A3-boranofosfonian. Jednakze
kolejne reakcje jodoboranofosfonianu z innymi aminami np. z 2,6-lutydyng uczynity te
hipoteze  watpliwg. Okazato sie bowiem, e reakcja wygenerowanego

jodoboranofosfonianu z dodang 2,6-lutydyng nie prowadzita do adduktu tej aminy
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z boranofosfonianem, lecz do odpowiedniego jodofosforanu (Schemat 12), podczas gdy
wynikiem reakcji boranofosfonianu z tg samga aming, ale prowadzonej bez preaktywcji
(bez tworzenia in situ jodoboranofosfonianu), byt addukt 2,6-lutydyna-A3-
boranofosfonian. Eksperyment ten pozwolit na wykluczenie Ssciezki reakcyjnej
generowania jodoboranofosfonianu jako jednego z etapdw na drodze syntezy adduktow

amina-A3-boranofosfonian.

o ('F)l @B/HH 3 ekw. I Q oH  26-utydyna O
| “H > EtO—IID—B\—HI —_— EtO—Fl’—I
EtO DCM EtO EtO
boranofosfonian jodoboranofosfonian jodofosforan

Schemat 12. Reakcja wygenerowanego jodoboranofosfonianu dietylu z dodanq 2,6-lutydyng.

Jedli chodzi o przeksztatcenia jodoboranofosfonianu w jodofosforan pod wptywem
2,6-lutydyny, to najprawdopodobniej w warunkach reakcji mogto zachodzi¢ utlenianie
kolejnego jonu wodorkowego funkcji boranowej i utworzenie dijodoborano pochodnej,
co w konsekwencji mogto prowadzi¢ do ostabienia wigzania P-B i oddysocjowania,
a nastepnie utlenienia, czesci fosfonianowej. Moje wczesniejsze badania wskazywaty,
ze srodowisko zasadowe sprzyjato utlenianiu kolejnych jonéw wodorkowych, dlatego
taki bieg reakcji w przypadku stabo nukleofilowej lecz bardziej zasadowej niz pirydyna,
2,6-lutydyny, wydaje sie by¢ zasadny.

Przebadatam  réwniez inne  rozpuszczalniki, takie jak  monoglim
(1,2-dimetoksymetan, DME), dioksan, tetrahydrofuran (THF), N,N-dimetyloformamid
(DMF) czy toluen, powszechnie stosowane w chemii organicznej. Produktem reakgcji
preaktywacji boranofosfoniandw, ktére prowadzitam w monoglimie, dioksanie i toluenie
byt réwniez jodoboranofosfonian, jednakze tworzyt sie on zawsze jako produkt
mniejszosciowy (dla DME 25%), natomiast w DMF nastepowata catkowita deboronacja
substratu. Sposrdod badanych rozpuszczalnikow jedynie w THF tworzyt sie trwaty produkt
preaktywacji (3P NMR 6p = 78 ppm, 'B NMR &p = -7 ppm), ktéry zidentyfikowatam jako

nieznany dotad addukt tetrahydrofuran-A3-boranofosfonian (Schemat 13).
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Schemat 13. Produkty reakcji preaktywacji boranofosfonianu dietylu w DME, dioksanie,
toluenie i THF.

Tworzenie sie adduktu tetrahydrofuran-A3-boranofosfonian wskazywato, ze THF,
podobnie jak acetonitryl, jest rozpuszczalnikiem silnie partycypujagcym. W odréznieniu
jednak od analogicznego adduktu acetonitrylowego, ulegat on fatwo substytucji
nukleofilowej na atomie boru w reakcjach z dodanymi 3° aminami dajgc pochodne
z wigzaniem P-B-N. Taka reaktywno$¢ mogtaby czynié¢ z adduktu tetrahydrofuran-A3-
boranofosfonian  potencjalny  zwigzek  przejsciowy w  reakcjach  syntezy
B-pirydynioborano- lub B-amonioboranofosfoniandw.

Jezeli chodzi o sam proces utleniania boranofosfonianéw, to kilku stéow
komentarza, co jest wiasciwym czynnikiem utleniajgcym w badanych przeze mnie
reakcjach. Chociaz wiadomo, ze jod jest zaangazowany jako utleniacz, to juz sama
struktura kompleksu utleniajgcego nie jest tak oczywista. Wynika to z faktu, ze aminy
tworzg z jodem rdznego rodzaju kompleksy, potgczone zwykle ztozonymi uktadami
rownowagowymi, ktére zalezg od stezenia reagentéw, polarnosci medium i dodatkowo
ulegajg zmianie w czasie. Badania oddziatywania amin z halogenami byty przedmiotem
licznych badan od prawie 100 lat, a typowy uktad réwnowagowy dla pirydyny i jodu?°
przedstawia Schemat 14. Jod czgsteczkowy i wszystkie rodzaje przedstawionych
komplekséw, a mianowicie kompleks typu charge transfer (Pyl;) i kompleksy jonowe

typu Pyl* i PylPy*, mogg dziata¢ jako utleniacze.

@N + |—] = @N ----- I—I -—Ii~ @N—_I‘@j I3@ -ii* @N—I——N(\j@i Ig,@

Pyl, Pyl* PylPy*

Schemat 14. Postulowane struktury kompleksow jakie mogq tworzyc sie miedzy pirydyng a
jodem.
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Ze wzgledu na ztozonos$¢ systemu utleniajgcego w rekcjach wykorzystujgcych jod
jako utleniacz i aminy jako nukleofile oraz jego wrazliwos¢ na rézne czynniki reakcyjne
(np. rodzaj uzytego rozpuszczalnika, stezenie i stosunek reagentéw, niestabilnos¢
w czasie), nie podjetam préby ustalenia, ktéry z czynnikéow utleniajgcych, czgsteczkowy
jod czy kompleksy Pyly, Pyl* lub PylPy*, sg gtéwnymi akceptorami jonu wodorkowego
z grupy boranowej podczas syntezy B-pirydynioboranofosfonianéw. Przeprowadzitam
jedynie wstepne badania H NMR mieszanin jodu i pirydyny, ktorych wyniki byty zgodne
z pracami Schustera i Robertsa.?’ Dla rGwnomolowych ilosci jodu i pirydyny w DCM
obserwowatam tworzenie sie komplekséw typu charge transfer (Pyl.), ktére byty w
szybkiej rdwnowadze z pirydyna, natomiast w bardziej polarnym rozpuszczalniku, ACN,
widoczne byty dodatkowe sygnaty (ok. 5%) pochodzgce prawdopodobnie od kompleksu
PyIPy*. Przy wiekszym stezeniu jodu, ilos¢ tego kompleksu w ACN wzrastata do 10-15%
(mieszanina pirydyna-jod, 1:3) i kompleks ten pojawiat sie rowniez w widmach mieszanin
w DCM (ok. 5%).

Poniewaz nie byto dostrzegalnych réznic w szybkosci utleniania boranofosfonianu
dietylu w DCM z uzyciem samego jodu (proces wstepne]j aktywacji) vs jodu w obecnosci
pirydyny (reakcja prowadzgca do pochodnych P-B-N), przyjetam, ze reaktywnos¢ jodu
czgsteczkowego byta prawdopodobnie podobna do reaktywnosci komplekséw jodu
z pirydyng (Schemat 14). Z tego powodu w rozwazaniach mechanistycznych dotyczgcych
reakcji boranofosfonianéw z aminami w obecnosci jodu zaktadatam udziat jodu
czasteczkowego lub jego kompleksdw z aminami w procesie utleniania grupy boranowej
jako réwnouprawnione.

Zaproponowany ogoélny mechanizm reakcji boranofosfoniandéw diestréw
z aminami w obecnosci jodu przestawiony na Schematach 7 i 8 jest zgodny z danymi
eksperymentalnymi i bardzo prawdopodobny w swietle naszej wiedzy o reaktywnosci
zwigzkdéw boru i fosforu, jednak pierwszy etap dyskutowanego mechanizmu, utlenianie
jonu wodorkowego grupy boranowej, pozostawiat mozliwosci dla kilku scenariuszy

(Schemat 15).
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Schemat 15. Niektdre sciezki mechanistyczne, dla pierwszego etapu reakcji boranofosfoniano
diestrow z 1°,2° oraz 3° aminami w obecnosci jodu.

Bioragc pod uwage rozne mozliwe sciezki mechanistyczne, ktérych a priori nie
mozna wykluczy¢, zaproponowatam trzy mozliwosci mechanistyczne dla pierwszego
etapu: (i) generowanie silnie elektrofilowego, tri-skoordynowanego A3-boranofosfonianu
jako zwigzku przejsciowego, (ii) tworzenie sie jodoboranofosfonianu jako zwigzku
przejsciowego w jednoetapowej (prawdopodobnie asynchronicznej) reakgji
z czterocentrowym stanem przejsciowym, (iii) jednoetapowa, czterocentrowa reakcja
boranofosfonianu z utworzonym in situ kompleksem amina-jod, prowadzaca
w przypadku amin 3° bezposrednio do finalnego produktu lub, dla amin 1° i 2°, do
niestabilnego zwigzku przejsciowego aminoboranofosfonianu, ulegajagcemu kaskadzie
reakcji prowadzacych do odpowiedniego amidofosforanu (Schemat 15).

Przeprowadzone badania pokazaty, Ze najbardziej prawdopodobnym
scenariuszem  mechanistycznym  dla  badanych  reakcji jest generowanie
A3-boranofosfonianu jako zwigzku przejéciowego, ktéry prawdopodobnie natychmiast
jest wychwytywany prze amine w klatce rozpuszczalnika [$ciezka (i)]. Przyjmujgc taki
mechanizm bytam w stanie wyjasni¢ wyniki wszystkich omawianych wyzej
eksperymentéw. Jesli chodzi o sciezke reakcyjng (ii), to wszystkie przebadane aminy
1° i 2° reagowaty z wygenerowanym jodoboranofosfonianem, dajagc odpowiednie

amidofosforany, a wiec nie mozina wykluczy¢ jodoboranofosfonianu jako zwigzku
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przejsciowego w tej reakcji (pekanie wigzania P-B i tworzenie wigzania P-N).
Z drugiej strony, nie wszystkie aminy heterocykliczne i 3° (np. 2,6-lutydyna,
trietyloamina), w reakcji z jodoboranofosfonianem dawaty oczekiwany produkt
z wigzaniem P-B-N, co wyklucza go jako zwigzek posredni w reakcjach z aminami
3° i heterocyklicznymi (zaktadajac, ze wszystkie aminy 3° reagowaty wedtug jednego
mechanizmu). Sciezki mechanistycznej (iii), w ktérej czynnikiem utleniajgcym jest
kompleks jodu z aming i reakcja zachodzi wedtug mechanizmu jednostopniowego, nie
mozna réwniez catkowicie wykluczyé, biorgc pod uwage fakt tworzenia sie takich
komplekséw w warunkach reakcyjnych. Nalezy jednak wyraznie zaznaczyé,
ze przedstawione na Schemacie 15 warianty mechanistyczne (i), (ii) i (iii) stanowig
przypadki graniczne poszczegdlnych mechanizmdéw: generowanie catkowicie wolnego
A3-boranofosfonianu [$ciezka (i)], synchroniczna reakcja czterocentrowa dla utleniania
boranofosfonianéw jodem [Sciezka (ii)] i podobny mechanizm dla utleniania
kompleksem jod-amina [Sciezka (iii)]. Poniewaz na grupie boranowej boranofosfonianu
nie ma wolnego orbitalu p na ktéry moégtby nastgpié transfer pary elektronowej
nukleofila (w tym przypadku, jodku lub aminy), najprawdopodobniej mechanizmy (ii)
i (iii) musiatby by¢ asynchroniczne, z bardziej zaawansowanym w stanie przejsciowym
pekaniem wigzania B-H wzgledem tworzenia wigzania B-N. Przy takim rozumieniu
mechanizmu czterocentrowego na Schemacie 15, réznice miedzy Sciezkami reakcyjnymi

(i) a (ii) i (iii) sq juz znacznie mniejsze.
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Podsumowanie

W ramach prowadzonych przeze mnie badan zaprojektowatam eksperymenty
i przeprowadzitam stereochemiczng analize korelacyjng dla tworzenia amidofosforanow
diestréw z odpowiednich boranofosfoniandw. Pokazatam, ze w przeciwieAstwie do
doniesien literaturowych, boranofosfoniany diestry reagujg z 1° i 2° aminami
w obecnosci jodu tworzac produkt, amidofosforan, z catkowitg inwersjg konfiguracji na
atomie fosforu. Na tej podstawie zaproponowatam nowy mechanizm catego
przeksztatcenia, w ktérym kluczowym etapem byfta dysocjacja zaktywowanego
boranofosfonianu  (jodoborano- lub aminoboranofosfonianu) z utworzeniem
odpowiedniego H-fosfonianu. Mechanizm ten implikowat rowniez podwdjng role jodu
w tej reakcji. W pierwszym etapie jod dziatat jako aktywator grupy boranowej, utleniajac
jon wodorkowy grupy boranowej i tworzac jodoboranofosfonian (-PBH2l) lub
A3-boranofosfonian zawierajgcy triskoordynowany atom boru. Reakcja kazdej z tych
pochodnych z aming moze prowadzi¢é do aminoboranofosfonianu, ktdry
najprawdopodobniej spontanicznie (lub po dalszym utlenieniu) szybko ulegat rozpadowi
do H-fosfonianu i czesci boranowej. Koordynacja aminy jest wedfug nas kluczowym
etapem reakcji utatwiajgcym dysocjacje utworzonego kompleksu. Drugg, rdwnorzedng
rola jodu w tej reakcji, jest utlenianie utworzonego H-fosfonianu diestru do
jodofosforanu wg znanego mechanizmu utleniania zwigzkéw P(lIl). Poniewaz wszystkie
etapy reakcji prowadzace do utworzenia H-fosfonianu zachodza z retencjg konfiguracji
na atomie fosforu, stereochemie finalnego produktu determinujg dalsze przeksztatcenia
H-fosfonianu (utlenianie - retencja i podstawienie jodu grupg aminowg — inwersja

konfiguracji).

Badania nad reakcjg boranofosfonianéw diestrow z 3° i heteroaromatycznymi
aminami pokazaty, ze w odréznieniu od reakcji z 1° i 2° aminami, powstawaty w niej
zwigzki zawierajgce wigzania P-B-N oraz, Zze struktura aminy i rodzaj uzytego

rozpuszczalnika miaty decydujgcy wptyw na rodzaj tworzgcego sie produktu.

W reakcji boranofosfonianu dietylu z pirydyng, w dichlorometanie w obecnosci

jodu powstawat jako gtéwny produkt addukt pirydyny z A3-boranofosfonianem,
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B-pirydynioboranofosfonian (PBPy). W analogicznych warunkach reakcje w acetonitrylu
prowadzity do catkowitej deboronacji (rozrywania wigzania P-B) dajac finalnie
pirofosforan tetraetylu. Tworzenie sie réinych produktéw w zaleznosci od uzytego
rozpuszczalnika (dichlorometan vs acetonitryl) najprawdopodobniej byto spowodowane
niestabilnoscig tworzgcego sie adduktu pirydyniowego w warunkach reakcyjnych lub tez
mozliwoscig alternatywnej $ciezki reakcyjnej (tworzenie kompleksu A3-boranofosfonianu
z rozpuszczalnikiem) w acetonitrylu. Podobny przebieg reakcji obserwowany byt réwniez
dla innych pochodnych pirydyny oraz 3° amin. Takze preaktywacja boranofosfonianu
dietylu jodem, bez udziatu aminy, w dichlorometanie vs acetonitrylu, prowadzita do
roznych produktéw. W dichlorometanie tworzyt sie jodoboranofosfonian, natomiast
w acetonitrylu, dotad nieznany kompleks A3-boranofosfonianu z acetonitrylem. Tak
generowane produkty preaktywacji po dodaniu pirydyny tworzyty réwniez rdine
produkty: z jodoboranofosfonianu tworzyt sie oczekiwany addukt pirydyny
z boranofosfonianem, a z kompleksu z acetonitrylem, tetraetylowy pirofosforan.
Sposrdd innych badanych rozpuszczalnikdw, tetrahydrofuran (THF), podobnie jak
acetonitryl (ACN), okazat sie by¢ rozpuszczalnikiem silnie partycypujagcym w reakcjach
z boranofosfonianami. THF efektywnie tworzyt kompleks z A3-boranofosfonianem,
jednak w przeciwieristwie do kompleksu ACN- A3-boranofosfonian, w reakcji z dodang

pirydyng generowat oczekiwany produkt PBPy z wigzaniem P-B-N.

Na podstawie spektroskopii 3P i 1B NMR oraz obserwowanej reaktywnosci
udato mi sie zaproponowac jeden, ogélny mechanizm, wedtug ktérego boranofosfoniany
diestry reagujg w warunkach utleniajgcych z 1°, 2°, 3° i heteroaromatycznymi aminami.
Pierwszym etapem reakcji wedtug tego mechanizmu jest tworzenie sie elektronowo
deficytowej, triskoordynowanej pochodnej boranofosfonianu (A3-boranofosfonian),
ktdra koordynuje obecng w mieszaninie reakcyjnej amine. Dalszy los reakgcji, zalezat od
typu uzytej aminy. W przypadku amin 1°, 2°, nastepuje labilizacja wigzania P-B, co
prowadzi do deboronacji i finalnie tworzenia amidofosforanéw, natomiast koordynacja
aminy 3° lub aminy heterocyklicznej, powoduje stabilizacje wigzania P-B i kompleks

z uktadem wigzan P-B-N pozostawat finalnym produktem reakcji.

Podsumowaujgc, za najbardziej wartosciowe pod wzgledem poznawczym uwazam

ustalenie poprawnej stereochemii przeksztatcania nukleozydo boranofosfonianow
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w  amidofosforany oraz zaproponowanie nowego, zgodnego z danymi
eksperymentalnymi, mechanizmu dla catego procesu, a szczegdlnie dla
stereochemicznie krytycznego etapu rozrywania wigzania P-B. Wyniki te wydajg sie by¢
szczegblnie waine w Swietle mozliwych zastosowan boranofosfonianéw jako
chemicznych markeréw w post-syntetycznych modyfikacjach oligonukleotyddéw
i generowaniu P-chiralnych wigzan internukleotydowych. Jako wartos¢ dodang w moich
badaniach mechanistycznych uwazam réwniez zaproponowanie jednego, ogdlnego
mechanizmu dla reakcji boranofosfonianéw z 1°, 2°, i 3° aminami, ktéry ttumaczy
powstawanie pochodnych P-N (w przypadku 1°i 2° amin) jak i P-B-N (3° i heterocykliczne

aminy).

Z punktu widzenia chemii boru za cenne uwazam poznanie czynnikéw
wptywajgcych na labilizacje wigzanie P-B oraz czynnikdw wzmacniajgcych to wigzanie.
Ma to fundamentalne znaczenie w reakcjach boranofosfonianéw zachodzacych na
centrum borowym i stwarza mozliwosci sterowania tymi procesami. Przy tej okazji udato
mi sie zidentyfikowac i poznac reaktywno$¢ nowych, dotad nieopisanych w literaturze
pochodnych boranofosfonianéw, np. jodoboranofosfonianow, adduktow
ACN-A3-boranofosfonian, THF-A3-boranofosfonian czy tez nowych pochodnych
amina-A3-boranofosfonian. W badaniach tych uwidocznito sie kluczowe znaczenie
rodzaju uzytego rozpuszczalnika dla reaktywnosci boranofosfonianéw. Wartym
podkredlenia, w aspekcie mozliwosci dalszej funkcjonalizacji adduktéw amin
z boranofosfonianami na centrum boranowym, byto otrzymanie pierwszego zwigzku

z podwdjng modyfikacjg na grupie boranowej, diestru dipirydynioboranofosfonianu.

Mysle, ze badania wykonane w ramach mojej pracy doktorskiej znaczgco
poszerzyty naszg wiedze na temat reaktywnosci nukleozydo boranofosfonianéw, ukazaty
wachlarz mozliwosci jakie oferuje ta chemia w modyfikowaniu funkcji fosforanowej,
a otrzymane wyniki beda dla mnie inspirujgcym materiatem zachecajgcym do dalszych

badan i odkrywania nieznanych jeszcze mozliwosci syntetycznych tej klasy zwigzkdéw.
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ABSTRACT

Interest in boron-containing compounds has grown in recent years due to their
potential medicinal and biochemical applications. Nucleoside boranephosphonates
are analogues of naturally occurring nucleoside phosphates in which one of the non-
bridging oxygen atom has been replaced by a BH; group [1]. This modification
imparts unique biological properties to nucleotides and nucleic acids. DNA and
RNA fragments containing boranephosphonate internucleotide linkages are
resistant to various nucleases, stimulate the RNase H activity, and reveal high
lipophilicity, which significantly enhances their cellular uptake [2]. The hydrolytic
stability and nuclease resistance make these compounds attractive candidates in
designing new therapeutics and medicinal diagnostics. Considering these
characteristics nucleoside boranephosphonates constitute a promising class
of nucleotide analogues worth exploring for biological purposes.

For this reason over the past decades chemists strived to develop efficient
synthetic strategies for incorporation of the borane group (-BH3) into the phosphate
moiety of nucleotides and oligonucleotides. This review presents in the first part
different approaches for the introduction of the boranephosphonate structural motif
into nucleotides by using phosphoramidite method, H-phosphonate strategy, and by
employing dedicated boranephosphonylating reagents. Next, recent chemical
approaches for the preparation of oligonucleoside boranephosphonates are
presented together with enzymatic methods for the incorporation of the BH; group
into DNA and RNA fragments. The last part of this review is dedicated to the
selected  biological  properties of nucleoside and  oligonucleoside
boranephosphonate, their interaction with enzymes, potency of these compounds
for gene suppression, and their possible use as new class of active pharmaceutical
ingredients (API).

Keywords: nucleoside boranephosphonate, synthetic strategies, nuclease resistance,
biological activity
Stowa kluczowe: nukleozydo boranofosfoniany, strategie syntetyczne, odpornosé

na nukleazy, aktywnos$¢ biologiczna
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AZT

BIBS
BOMP

BSA
BSPDE

CMPT
CN
d4T
DBU
DCA
ddA
ddNTP
DIPEA
DMTr
DNA
dNDP
dNMP
dNTP
iPr
MNTP

NDP
NMP
NTP

PB

WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

— 3'-azydo-3'-deoksytymidyna

— heterocykliczna zasada azotowa

— grupa di-tert-butyloizobutylosililowa

— 2-(benzotriazol-1-yloxy)- 1,1-dimetylo-2-pyrrolidin-1-yl-
1,3,2-diaza fosfolidynio hexa-fluorofosforan [ang. 2-(ben-
zotriazol-1-yloxy)-1, 1-dimethyl-2-pyrrolidin-1-yl-1,3,2-di-
aza phospholidinium hexa-fluorophosphate]

— N, O-bis(trimetylosililo)acetamid

— fosfodiesteraza ze §ledziony wotowej (ang. bovine spleen
phosphodiesteraze)

— N-(cyjanometylo)pirolidyno triflat

— grupa 2-cyjanoetylowa

—2'3'-didehydro-2',3'-dideoksytymidyna

— 1,4-diazabicyklo[5.4.0Jundek-7-en

— kwas dichlorooctowy

—2',3'-dideoksyadenozyna

—2'3'-dideoksynukleozydo 5'-trifosforan

— diizopropyloetyloamina

— grupa 4,4'-dimetoksytrytylowa

— kwas deoksyrybonukleinowy

— 2'-deoksynukleozydo 5'-difosforan

— 2'-deoksynukleozydo 5'-fosforan

— 2'-deoksynukleozydo 5'-trifosforan

— izopropyloamina

— 1,3-dimetylo-2-(3-nitro-1,2,4-triazol-1-yl)-2-pyrrolidino-1-
yl-1,3-2-diazafosfolidynio hexafluorofosforan [ang. I,3-
dimethyl-2-(3-nitro-1,2,4-triazol-1-yl)-2-pyrrolidin-1-yl-1,3
-2-diazaphospholidinium hexafluorophosphate]

—nukleozydo 5'-difosforan

— nukleozydo 5’-monofosforan

—nukleozydo 5'-trifosforan

— boranofosfonian

PB-DNA (RNA, siRNA) — fragmenty DNA, RNA i siRNA zawierajace

PRO
RNA
SVPDE

TFA
TMSCI

boranofosfonianowe (3'-5') wigzanie internukleotydowe
— grupy blokujace zasady azotowe
— kwas rybonukleinowy
— fosfodiesteraza z jadu weza (ang. snake venom
phosphodiesteraze)
— kwas trifluorooctowy
— chlorek trimetylosililu
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WPROWADZENIE

Czasteczki zawierajace w swojej strukturze atom lub atomy boru cieszag si¢
ogromnym zainteresowaniem chemikow ze wzglgdu na ciekawe wlasciwosci chemiczne
tych zwiazkow oraz ich potencjalne zastosowania w biochemii 1 medycynie [3-5].
Obecnie terapia borowo-neutronowa (Boron Neutron Capture Therapy, BNCT) jest
jedna z najbardziej rozwinigtych 1 zaawansowanych technik radiacyjnych,
wykorzystujacych zwiagzki boru w walce z niektorymi typami nowotwordéw [6, 7].
Pochodne boru charakteryzuja si¢ generalnie niska toksycznoscia [1, 8], a szereg
korzystnych wlasciwosci jakie aktywna biologicznie czasteczka nabywa poprzez
wprowadzenie atomu boru do jej struktury, jest sitg napgdowa badan nad chemiag tego
pierwiastka.

Pochodne nukleozydo boranofosfonianéw stanowia  nowy typ analogow
nukleotydéw, w ktérych jeden z niemostkowych atomow tlenu grupy fosforanowe;j
zostatl zamieniony funkcja -BH; [1, 2]. Po raz pierwszy nukleozydo boranofosfoniany
zostaly otrzymane przez A. Sood’a, B. R. Shaw i B.F. Spielvogel’a w latach 90. XX
wieku [9]. Analogi te, na przestrzeni lat, wzbudzaty coraz wigksze zainteresowanie
badawcze, przede wszystkim ze wzgledu na ich atrakcyjny biologicznie potencjat.

Nukleozydo boranofosfoniany wykazuja znaczne podobienstwo pod wzgledem
struktury do naturalnych fosforanéw. Grupa boranowa (-BH3), podobnie jak zastapiony
przez nig atom tlenu, posiada sze$¢ elektrondow walencyjnych, co czyni je
izoelektronowymi wzglgdem siebie. Obecno$¢ ujemnego tadunku formalnie
zlokalizowanego na atomie boru, upodabnia te zwigzki do naturalnych fosforanéw oraz
tiofosforanéw [10], a struktura przestrzenna tej grupy czyni ja podobna do funkcji
metylowej w metylofosfonianach [11] (Schemat I). Podobienstwa te sprawily, zZe
pochodne tej klasy zwiazkdw mozna uznaé za czasteczki majace analogiczng strukture
do fosforodiestrow, tiofosforanéw czy metylofosfonianéw, co jest kluczowe ze wzgledu
na ich potencjalne zastosowania biologiczne.

Q 9 Q Q
t0-p-04 | {o-P-0of fo-p-0%  $0-P-0%
H P H Rt 5 H G H
H H
boranofosfonian fosforan tiofosforan C-fosfonian

Schemat 1. Struktury boranofosfonianow, fosforanow, tiofosforanéw i metylofosfonianow
Scheme 1. Structures of boranephosphonates, phosphates, phosphorothioates and methylphosphonates
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Mimo ze nukleozydo boranofosfoniany sa zwykle dobrze rozpuszczalne w wodzie,
charakteryzuja si¢ znacznie korzystniejsza lipofilowoscig w poréwnaniu do naturalnych
nukleozydo fosforanéw [12]. Co wiecej, zwiazki te wykazuja réwniez wysoka
odporno$¢ na dziatanie roznych enzymow, np. egzo- i endonukleaz komérkowych [9,
13]. Zaréwno deoksy- jak i rybonukleozydo 5'-(a-P-borano)trifosforany sa dobrymi
substratami dla polimerazy DNA i RNA [13, 14, 15], co umozliwia atwa inkorporacje
grupy boranofosfonianowej do tancucha oligonukleotydowego. Pokazano tez, ze
obecnos$¢ grupy o-P-BH; w antywirusowych analogach boranomono- oraz boranodi-
fosforanow (np. w pochodnych AZT, d4T) polepsza oddziatywanie tych zwigzkéw
z kinazami komoérkowymi ulatwiajac proces ich dalszej fosforylacji i nastepnie
hamowania procesu odwrotnej transkrypcji w komoérkach zaatakowanych przez np. HIV
[16, 17]. Atrakcyjne wiasciwosci biologiczne tych zwiazkoéw daja wiele mozliwosci ich
wykorzystania do réznych celow farmakologicznych. W ostatnich dekadach opisane
wyzej wlasciwosci byly podstawa zastosowania nukleozydo boranofosfonianéw m.in.
jako potencjalnych czynnikéw w terapii antysensowej i antygenowej, wyciszania genow
z wykorzystaniem strategii siRNA (short interfering) [1, 2, 18] jak i przy projektowaniu
zwiazkéw mogacych hamowaé proces namnazania wirusOw w zainfekowanych
komoérkach w strategii pronukleotydowe;.

1. METODY OTRZYMYWANIA NUKLEOZYDO
BORANOFOSFONIANOW

1.1. ROZNE PODEJSCIA TWORZENIA WIAZANIA P-BH;

W literaturze naukowej opisane si¢ trzy gltowne podejScia syntetyczne
pozwalajace wprowadza¢ funkcje boranowa do czesci fosforanowej nukleotydu.
Wykorzystujg one powszechnie stosowang w syntezie oligonukleotydow (i) metode
amidofosforynowa, (ii) chemi¢ H-fosfoniandéw, oraz (iii) synteze z zastosowaniem
dedykowanych czynnikéw boranofosfonylujacych.

1.1.1. Synteza z wykorzystaniem podejscia amidofosforynowego

Metoda amidofosforynowa zostata uzyta w historycznie pierwszej syntezie
nukleozydo 5'-boranofosfonianu tymidyny [9, 19] (Schemat 2). Wykorzystano
W niej w pierwszym etapie kondensacj¢ odpowiednio zablokowanej tymidyny (1)
z chloroamidofosforynem, aby tak powstata pochodna amidofosforynu (2) mogta
ulega¢ dalszej reakcji z czynnikiem boranujacym, np. kompleksem boranu
z diizopropyloaming (BH; « DIPEA) tworzac boranoamidofosfonian (3). Kolejnym
etapem byta reakcja p-eliminacji, w ktérej usuwano grupg 2-cyjanoetylowa
otrzymujac boranoamidofosfonian (4), a nastgpnie Kkatalizowane kwasem
trifluorooctowym (TFA) hydrolityczne odlaczenie reszty aminowej. Powstaly na tej
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Sciezce 5'-boranofosfonian tymidyny (5) zostat wyizolowany chromatograficznie na
kolumnie jonowymiennej z 52% wydajnoscia.

o)
\f‘\NH NS oN{ NS

o}
NH

N=
N 0. AN /BHs | N ,go
HO CI P-0 DIPEA * BHj O,
o (i-Pr),N o) - = P-0
DIPEA, 4-DMAP (i-Pr)N 0
OAc OAc
(1) @) OAc
(3)

Ac = grupa acetylowa
DIPEA = diizopropyloetyloamina NH3 (aq)

i-Pr = grupa izopropylowa

o)
\ﬁLNH
-0- P o
BHy

TFA

0o
(i-Pr);N-P-O
BHy™

o)
\(LNH
N/&O
o)
OH
(4)

Schemat 2.  Podejscie amidofosforynowe w syntezie nukleozydo boranofosfonianow
Scheme 2.  The phosphoramidite approach to the synthesis of nucleoside boranephosphonates

Glowng wadg tego podejscia bylo powstawanie w opisanych warunkach
reakcyjnych produktu ubocznego — monofosforanu tymidyny, ktérego usunigcie na
drodze jonowymiennej chromatografii przysparzato wiele trudnosci. Wedhug
autoréw produkt uboczny tworzyt si¢ w wyniku reakcji utleniania amidofosforynu
2 (Schemat 2) przez obecny w medium reakcyjnym tlen. Odpowiednie
przygotowanie rozpuszczalnikow przed reakcja, czyli ich deoksygenacja,
podwyzszaty wydajnos$¢ reakcji nawet o 20% [18].

Pewna modyfikacja tej metody byto podejscie, w ktérym czynnik fosfitylujacy
(6), amidofosforyn z dwiema grupami 2-cyjanoetylowymi byl wygenerowany
in situ [20] (Schemat 3). Zmiana ta pozwolita na omini¢cie koncowego etapu
katalizowanej kwasem hydrolizy funkcji amidowej, co zapewnialo wyzsza
catkowita wydajno$¢ reakcji 1 zmniejszato ryzyko powstawania trudnego do
oddzielenia nukleozydo monofosforanu [20].
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(ProN)PCI, + NC(CH,),0H

NC N= BH
NC A l A N / ’
HO B NC c)\P N N O\F‘ (0]
o) ~—0-"" P-0O B Me,S *BH - B
O o N 9o L o0 ©-
[ e
OR 1H-tetrazol NC OR N///\/ OR

5'-OH nukleozyd

NH3 (aq)

B = zasada azotowa ~ 1l

R = grupa zasadolabilna Oﬁ'?_o B
BHg3" CO>

boranofosfonian nukleozydu

Schemat 3.  Zmodyfikowane podejscie amidofosforynowe w syntezie nukleozydo boranofosfonianow
Scheme 3.  The modified phosphoramidite approach to the synthesis of nucleoside boranephosphonates

1.1.2. Synteza boranofosfonianéw z wykorzystaniem H-fosfonianow

H-Fosfoniany sg zwigzkami zawierajacymi atom fosforu na III stopniu
utlenienia, w ktérych jeden z niemostkowych atomoéw tlenu jest zastapiony atomem
wodoru. Chemia H-fosfonianow jest szeroko stosowana w syntezie roznego rodzaju
pochodnych nukleotydow oraz otwiera wiele mozliwo$ci wprowadzania post-
syntetycznych ~ modyfikacji w  obrgbie grupy fosforanowej tancucha
oligonukleotydowego [21, 22]. Bogaty wachlarz mozliwosci, jaki oferuje ta chemia
w syntezie pochodnych fosforanéw [23], amidofosforanow [24], tiofosforanow [25]
czy tez analogéw zawierajacych wigzanie P-C [26], zostat wzbogacony o kolejng
metod¢ umozliwiajaca tworzenie pochodnych boranofosfoniandw, czyli zwigzkoéw
zawierajacych trwaty uktadu wigzan P-B [27] (Schemat 4).

Unikalne wtasciwosci H-fosfonianow pozwalajace na latwe modulowanie ich
reaktywnos$ci, wynikaja z faktu ich wystgpowania w roztworze w postaci dwoch
form tautomerycznych (Schemat 5).
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Schemat 4.  Niektore mozliwosci wprowadzania modyfikacji na atomie fosforu jakie oferuje chemia H-
fosfonianow

Scheme 4.  Some possibilities of introducing modifications at the phosphorus center offered by the H-
phosphonate chemistry

Unikalne wtasciwosci H-fosfonianow pozwalajace na latwe modulowanie ich
reaktywnosci, wynikajg z faktu ich wystgpowania w roztworze w postaci dwdch
form tautomerycznych (Schemat 5).

O OR
RO-P-OR HO-P :
| \
H OR
P A38* P 4383
forma H-fosfonianowa forma fosforynowa

Schemat 5. Réwnowaga tautomeryczna H-fosfonianow
Scheme 5. A tautomeric equilibrium of H-phosphonates

Picciowigzalna forma H-fosfonianu P(A’5%), w ktorej centrum fosforowe
wykazuje charakter elektrofilowy jest w rownowadze z jej triskoordynowang formag
fosforynowa P(A’8%), w ktorej wolna para elektronowa zlokalizowana na atomie
fosforu nadaje jej nukleofilowy charakter [21]. Te wlasciwosci H-fosfonianéw
zostaly wykorzystane przy otrzymywaniu nukleozydo baranofosfonianow, poprzez
przesuni¢cie réwnowagi tautomerycznej w stron¢ triskoordynowanej formy,
umozliwiajacej wydajng reakcj¢ z czynnikami boranujagcymi, prowadzac do
oczekiwanego produktu, boranofosfonianu mono- lub diesteru.
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Powszechnie stosowane reagenty umozliwiajace przeksztalcenie H-
fosfonianow w forme triskoordynowang to chlorek trimetylosililu (TMSCI) lub
N, O-bis(trimetylosililo)acetamid (BSA). Sciezke syntetyczng tworzenia nukleozydo
boranofosfonianow z odpowiednich H-fosfonianow przedstawia Schemat 6.
W pierwszym etapie tej reakcji wygenerowana w obecnosci BSA pochodna
fosforynowa reaguje z kompleksem boranowym (Me,S*BHj3) tworzac disililowy
nukleozydo boranofosfonian. Grupy sililowe sa nastgpnie usuwane pod dziataniem
stezonego roztworu amoniaku. To podejScie okazato si¢ by¢é wydajng metoda
syntezy 2'-, 3'- oraz 5'-nukleozydo boranofosfonianow, ktore otrzymywano
z wydajnos$ciami od 65 do 80% [18].

BH3
% MeSiO Megsio_ //
i e3Sio__ .. €3l
0-P-0— o B BSA NEL o 0. B _ Me;BHs T Npo o. B
JE— —_—
H Me;Sio” w MesSio” w
Ri R Ri R, Ri Ry
NH3 (aq)
B = zasada azotowa 9 o
R1,Rp = OH lub H ©-P-0 0 B
BHJQ

R4 R,

Schemat 6. Metoda syntezy nukleozydo boranofosfonianow z wykorzystaniem chemii H-fosfonianow
Scheme 6. A method for the synthesis of nucleoside boranephosphonates using the H-phosphonate
chemistry

1.1.3. Synteza boranofosfonianéw z wykorzystaniem czynnikow boranofosfonylujacych

Kolejne podejécie syntetyczne polegato na uzyciu specjalnego czynnika
boranofosfonylujacego, ktoéry w reakcji z odpowiednig pochodng nukleozydu
tworzyt nukleozydo boranofosfonian triester. Taka strategia zostata po raz pierwszy
zaproponowana w 1997 roku przez T. Imamoto et al [28], ktory uzyt
tetrametylowy boranopirofosfonian (7) jako czynnik wprowadzajacy funkcje
boranofosfonowg na wolng grupe 3’-hydroksylowa odpowiednio zablokowanej
tymidyny (Schemat 7).
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Schemat 7. Metoda syntezy nukleozydo boranofosfoniano triestrow z wykorzystaniem czynnika
boranofosfonylujacego
Scheme 7. Synthesis of nucleoside boranephosphonates using a boranephosphonylating reagent

Podejscie to pozwalato na synteze nie tylko pochodnych boranofosfonianow
zawierajgcych grupe BHj, ale rowniez na wprowadzanie modyfikowanej funkcji
boranowej, np. potaczonej z reszta cyjanowa, karboksylowg czy karbamylowg [29].
Niestety finalne przeprowadzenie powstalego boranofosfonianiu triestru
w odpowiedni diester lub monoester poprzez usuni¢cie jednej lub obu grup
metylowych zachodzito trudno i bylo czynnikiem limitujagcym stosowania tej
Sciezki syntetycznej [18, 28].

Innym reagentem wprowadzajacym funkcje¢ boranofosfonylowa do nukleozydu
byt zaproponowany przez B. R. Shaw et al, 2-(4-nitrofenyl)etylo
diizopropyloamidoboranofosforyn (8) [18]. Zwiazek ten szybko reagowal z wolna
funkcjg hydroksylowg odpowiednio zablokowanego nukleozydu w obecnosci 1H-
tetrazolu dajac boranofosfonian diester, z ktérego grupa 2-(4-nitrofenylo)etylowa
byta usuwana na drodze f-eliminacji z uzyciem DBU (14-
diazabicyklo[5.4.0Jundek-7-en) (Schemat §). Czynnik ten okazat si¢ by¢ bardziej
efektywny w syntezie nukleozydo boranofosfonianéw pozwalajac na wydajng
synteze tych zwigzkow.

pi. O NO,
\ 1
NQ 0 9

1. DBU

HO B LT 8 B B B
—koy r BHg 8) OF|’ o (¢} 2. NH3 (aq) HOI|3 o o
) BHj3™ —_— BH3
OoN
OAc 2

1H-tetrazol OAc OH

B = zasada azotowa
Pri = grupa izopropylowa

Schemat 8. Metoda syntezy nukleozydo boranofosfoniandw z wykorzystaniem 2-(4-nitrofenylo)etylo
diizopropyloamidoboranofosforynu jako czynnika boranofosfonylujacego

Scheme 8.  Synthesis of nucleoside boranephosphonates using 2-(4-nitrophenyl)ethyl
diisopropylamidoboranephosphite as a boranephosphonylating agent
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1.2. INKORPORACJA NUKLEOZYDO BORANOFOSFORANOW DO LANCUCHA
OLIGONUKLEOTYDOWEGO (PB-DNA)

Na przestrzeni ostatnich lat naukowcy prowadzili intensywne prace majace na
celu opracowanie wydajnej i uniwersalnej metody wprowadzania nukleozydo
boranofosfonianow do tancucha oligonukleotydowego (PB-DNA). W tym rozdziale
krotko przedstawie strategie syntetyczne wprowadzania tego typu modyfikacji. Do
tej pory zostaly zaproponowane metody (i) z uzyciem podejscia
amidofosforynowego, (ii) z wykorzystaniem chemii H-fosfonianow oraz (iii)
poprzez boranofosfonianotriestry. Oprocz tych metod opisana zostala rowniez
sciezka  (iv) wykorzystujagca  H-boranofosfoniany 1 niezwykle wazna,
z biologicznego punktu widzenia, (v) metoda pozwalajaca na chemiczng synteze P-
stereozdefiniowanych pochodnych nukleozydo boranofosfonianow z uzyciem
oksazafosfolidynowych pochodnych, jako stereochemiczna alternatywa dla metody
enzymatycznej [30].

1.2.1. Podejscie amidofosforynowe

Jak wspomniano wyzej, pochodne nukleozydo boranofosfonianow zostaty po
raz pierwszy zsyntezowane na poczatku lat 90. XX wielu [9]. Zastosowana
wowczas metoda amidofosforynowa zostata zmodyfikowana tak, aby umozliwi¢
wprowadzanie  nukleozydo  boranofosfonianow w  struktur¢  tancucha
oligonukleotydowego. Opracowany protokot syntetyczny sktadat sie z etapu
kondensacji tymidyny z wolng grupa 5-OH z 5’-O-DMTr-3"-amidofosforynem
tymidyny w obecnos$ci 1H-tetrazolu. Otrzymany w ten sposob triester fosforynowy,
poddawany byl reakcji boranowania kompleksem BH; -Me,S. Na tym etapie
odblokowaniu ulegata réwniez grupa 5'-O-DMTr. Cykl reakcji konczylo roztozenie
nadmiaru kompleksu boranowego i usuni¢cia blokady metylowej z reszty
fosfonianowej przez traktowanie calosci stezonym, wodnym roztworem amoniaku
[31] (Schemat 9).
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Schemat 9. Wlaczanie nukleozydo boranofosfonianow do tancucha oligonukleotydowego wg metody
amidofosforynowe;j

Scheme 9.  The incorporation of nucleoside boranephosphonates into an oligonucleotide chain according to
the phosphoramidite method

Niestety powyzsza metoda pozwalala jedynie na synteze oligonukleozydo
boranofosfonianow zawierajacych tyming, gdyz pozostate zasady azotowe (adenina,
guanina, cytozyna), zawierajace acylowe grupy ochronne na atomach azotu, ulegaty
redukcji w obecnosci czynnika boranujacego powodujac trwale modyfikacje zasady
heterocyklicznej (Schemat 10). Metoda ta nie byla wigc uniwersalna i nie pozwalata
na synteze¢ mieszanych sekwencji nukleotydow w tancuchu oligonukleotydowym
(PB-DNA) [31].

R R R R

HN/go BHg - THF HN/go HN)\Q H20 HN)
—_— —_— —_—

L‘A_AN %Q_)%N/BHS %)&NﬁHz ‘%L)%T

v v v Rhdid

R = grupa alkilowa

Schemat 10. Proponowany mechanizm redukcji blokady acylowej na zasadach azotowych
Scheme 10. The proposed mechanism for the reduction of N-acyl protecting groups in nucleic acid bases

Nowa strategia udoskonalajaca amidofosforynowe podejscie otrzymywania
nukleozydo boranofosfonianow zostala zaproponowana nieco pozniej przez
M. Caruthersa et al. [32]. Pozwalala ona na syntez¢ oligonukleotydow
o mieszanych sekwencjach boranofosfonianowych (PB-DNA) dzigki uzyciu blokad
sililowych [di-tert-butylizobutylsilyl (BIBS)] dla grup aminowych adenozyny,
cytydyny i guanozyny (Schemat 11). Blokada grupy 5’-OH nukleozydu w tym po-
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dejsciu byt dimetoksytrytyl (DMTr). Taki uktad blokad zapobiegal reakcji redukcji
grup ochronnych na zasadach azotowych, a usuwanie grup DMTr i BIBS przy
uzyciu kwasu trifluorooctowego (TFA) pozwalalo na synteze oligonukleozydoéw
boranofosfonianowych z dobrymi wydajnosciami [32].

O e

A( K HN” ¥< HN’ ¥< ¥<
Tfo/s'\_< ) < )\ i
BIBS-OTF W!cfv . “"l"’ . 4\

0
%_/\

Schemat 11. Grupa di-fert-butyloizobutylosililowa (BIBS) jako ochrona funkcji aminowych na
heterocyklicznych zasadach azotowych

Scheme 11. The di-tert-butylisobutylsilyl group (BIBS) as a protection of the amine functions in
heterocyclic nitrogen bases

1.2.2. Podejscie z wykorzystaniem H-fosfonianow

Pierwszy raz chemia H-fosfonianéw zostata uzyta do syntezy oligonukleozydo
boranofosfonianow w 1997 roku przez Matteucciego et al. [24]. Niedlugo po tym
ukazaly si¢ publikacje B. R. Shaw [33]oraz M. Caruthersa [34] opisujace rowniez
wykorzystanie tego podejscia.

Synteza ta polegata na kondensacji 3'-H-fosfonianu 5'-O-DMTr tymidyny
z komponentem nukleozydowym w obecnosci czynnika kondensujgcego BOMP [2-
(benzotriazol-1-yloxy)-  1,1-dimetylo-2-pyrrolidin-1-yl-1,3,2-diaza  fosfolidynio
hexafluorofosforan]. Po usuni¢ciu grupy 5-O-DMTr z dinukleozydowego H-
fosfonianu, powstaty zwiazek byt traktowany czynnikiem sililujacym. Etap ten
pozwalal na przeprowadzenie H-fosfonianu w form¢ triwalentng z wolna para
elektronowg na atomie fosforu oraz jednoczesne zablokowanie grupy 5'-OH
tymidyny (Schemat 12). Tak wygenerowana triwalentna forma fosforynowa bardzo
szybko reagowala z wprowadzonym do mieszaniny reakcyjnej kompleksem
boranujacym tworzac boranofosfonian diester. W ostatnim etapie syntezy amoniak
usuwat blokady sililowe, co prowadzitlo do 3'-5'-boranofosfonianu ditymidyny,
koncowego produktu syntezy.
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Schemat 12. Metoda syntezy oligonukleozydo boranofosfonianéw z wykorzystaniem nukleozydo H-
fosfonianéw z nieblokowang funkcja aminowa

Scheme 12. Synthesis of oligonucleoside boronephosphonates using nucleoside H-phosphonates with
unprotected amino functions

Metoda ta nie pozwalala jednak na syntez¢ mieszanych sekwencji
oligonukleotydowych rowniez z powodu redukcji N-acylowych funkcji uzywanych
do blokowania grup aminowych adenozyny, cytydyny i guanozyny.

Aby przezwyci¢zy¢ te niedogodnosci zostata zaproponowana strategia syntezy
boranofosfonianow bez blokad na heteroaromatycznych zasadach azotowych
nukleozydo H-fosfonianow. Jako pierwszy te strategic uzyt T. Wada et al
w syntezie pochodnych dinukleozydowych boranofosfonianow [35], natomiast
w syntezie boranowych oligonukleotydow, t¢ wersje zaprezentowata B. R. Shaw
[36] (Schemat 12).

Metoda ta okazata si¢ by¢ prostym sposobem syntezy oligonukleozydow
boranofosfonianowych o mieszanych sekwencjach, jednak jej efektywnos¢
ograniczata si¢ do otrzymywania do$¢ krotkich oligonukleotydéw, zawierajacych
do 10 jednostek nukleotydowych. Przyczyna tego byla najprawdopodobniej
cze$ciowa niestabilnos¢ internukleotydowego wiazania H-fosfonianowego podczas
kolejnych etapéw wydluzania tancucha oligonukleotydowego [36].

1.2.3. Metoda boranofosfonianotriestrowa

Kolejne podejscie syntetyczne otrzymywania oligonukleozydo
boranofosfonianow polegato na uzyciu nukleozydo boranofosfoniano diestréw jako
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jednostek nukleotydowych. Strategia ta miata na celu wyeliminowanie reakcji
ubocznych jakie generowal etap boranowania po kazdym cyklu przylaczania
jednostki nukleotydowej w wydhuzajacym si¢ tancuchu DNA. W tym celu T. Wada
et al. [37, 38] uzyl do syntezy zablokowane na zasadach azotowych (2-N-
fenylacetyl) jednostki nukleozydo 3’-boranofosfonianow. W tej metodzie
czasteczka 5'-O-DMTr-nukleozydo boranofosfoniano diestru byta przylaczana do
nukleotydu z wolng grupa 5-OH za pomocag MNTP (9) [1,3-dimetylo-2-(3-nitro-
1,2,4-triazol-1-yl)-2-pyrrolidin-1-yl-1,3-2-diazafosfolidynio  hexafluorofosforanu]
jako czynnika kondensujacego. Po kazdym etapie przylaczania jednostki
nukleotydowej, usuwano blokady dimetoksytrytylowe (DMTr) za pomocg kwasu
dichlorooctowego z dodatkiem Et;SiH shuzgcego do wytapywania Kkationu
trytylowego. W ostatnim etapie usuwano grup¢ 2-cyjanoetylowa z funkcji
boranofosfonianowej stosujac silng zasadg (Schemat 13).
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Schemat 13. Synteza  oligonukleozydéw  boranofosfonianowych ~ z  wykorzystaniem  metody
boranofosfonianotriestrowe;j
Scheme 13.  Synthesis of boranephosphonate oligonucleosides by the using boranephosphotriester approach

1.2.4. PodejScie z wykorzystaniem H-boranofosfinianéw

Grupa T. Wady zaproponowata podejscie syntetyczne wykorzystujace H-
boranofosfiniany, czyli czasteczki zawierajace zarowno wigzanie P-BH; jak i P-H,
w syntezie oligonukleozydo boranofosfonianow [39, 40]. H-Boranofosfiniany,
dzigki obecnos$ci wigzania P-H, stanowia wyjatkowo uzyteczny materiat wyjsciowy
w syntezie szerokiego spektrum P-modyfikowanych pochodnych, np. boranofosfo-
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niandéw, boranoamidofosfoniabw, boranotiofosfonianéw czy pochodnych
diboranofosfonianow (Schemat 14).

. B
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S
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_E_O_I?_O_é_ i éH i
NR, 3
boranoamidofosfonia:\ / diboranofosfonian
G . B
0-P-O- «—r —= --0-P-04-
O R

boranofosfonian C-boranofosfonian

R = alkil, aryl

Schemat 14. Mozliwosci wprowadzania modyfikacji z wykorzystaniem H-boranofosfinianow
Scheme 14. Possibilities of introducing modifications using H-boranephosphinates

Boranofosfiniany zostalty rowniez uzyte w syntezie oligonukleotydow
modyfikowanych funkcja -BHj;. Synteza ta polegata na kondensowaniu nukleozydo
H-boranofosfinianu z nukleozydem z wolna grupa 5-OH w obecnosci MNTP (9)
jako aktywatora. Powstaly w tych warunkach diester H-boranofosfinianu
poddawany byl in situ reakcji utleniania mieszaning CCly/H,O w obecnosci
diizopropyloetyloaminy ~ (DIPEA), a  powstaly = boranochlorofosfonian,
hydrolizowano do finalnego dinukleozydo boranofosfonianu za pomoca stezonego,
wodnego roztworu amoniaku (Schemat 15). Wydajno$¢ tej metody siegata 44%
przy syntezie tancuchow sktadajacych si¢ do 12 jednostek nukleotydowych.
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Schemat 15. Sciezka syntetyczna otrzymywania oligonukleozydo boranofosfonianow z wykorzystaniem
pochodnych H-boranofosfinianéw

Scheme 15. A synthetic approach for the preparation of oligonucleoside boranephosphonates using H-
boranephosphinate derivatives

1.2.5. Stereospecyficzna synteza boranofosfoniano diestréw

Mimo iz metody syntezy pochodnych nukleozydo boranofosfonianéw
ewoluowaty na przestrzeni ostatnich lat, to zadna z zaproponowanych metod nie
oferowata kontroli stereochemicznej na centrum fosforowym. Ten aspekt jest
niezwykle waznym zagadnieniem ze wzgledu na potencjal biologiczny zaréwno
mononukleotydow jak i oligonukleotydow zawierajacych grupe BH; przy atomie
fosforu. Ponizej zostaly przedstawione chemiczne oraz enzymatyczne strategic
stereospecyficznej syntezy tych analogdw oligonukleotydow.

Pierwsze podejscie zaproponowane przez T. Wadg¢ zapewniajace kontrolg
stereochemiczng na atomie fosforu boranofosfonianéw, polegato na uzyciu
nieblokowanych  na  zasadach  azotowych  pochodnych  nukleozydo
oksazafosfolidynowych (10), ktéore byly otrzymywane stereoselektywnie
z wykorzystaniem enancjomerycznie czystego 1,2-aminoalkoholu [41]. Taki
monomer byt kondensowany z nukleozydem z wolng grupg 5'-OH w obecnosci
CMPT [N-(cyjanometylo)pirolidynowego triflatu (11)] jako kwasowego
aktywatora. Powstaly na tej drodze triester fosforynowy o zdefiniowane;j
stereochemii przy atomie fosforu byt poddawany reakcji boranowania kompleksem
BH; Me,S tworzac boranofosfonian triester. Po usunigciu grupy DMTr (3% DCA,
Et;SiH), powstaly dimer byt traktowany DBU w celu usunigcia reszty aminoalko-
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holu, a nastgpnie odlagczony od podtoza pod dziataniem stezonego roztworu
amoniaku (Schemat 16).
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Schemat 16. Stereoselektywna metoda syntezy tancucha oligonukleozydowego boranofosfonianéw przy
uzyciu pochodnych oksazafosfolidynowych

Scheme 16. Stereoselective synthesis of boranephosphonate oligonucleosides via oxazaphospholidine
intermediates

Niestety metoda ta okazata si¢ efektywna tylko przy syntezie dimerow. Proby
wydhuzania tancucha oligonukleotydowego konczyty si¢ utratg stereoselektywnosci,
co autorzy tlumaczyli epimeryzacjg pierScienia oksazafosfolidynowego substratu
10, katalizowang grupami aminowymi zasad azotowych [30] (Schemat 17).

Schemat 17. Proponowany mechanizm epimeryzacji pochodnych oksazafosfolidynowych katalizowany
grupa aminowa heterocyklicznych zasad azotowych

Scheme 17. A proposed mechanism of the epimerization of oxazaphospholidine derivatives catalyzed by the
amino group of heterocyclic nucleic bases

Kolejnym podejSciem syntetycznym otrzymywania stereozdefiniowanego
fancucha PB-DNA, zaproponowanym przez t¢ samg grupe badawcza, byto
wykorzystanie pochodnych nukleozydo H-fosfonianow jako zwiazkow przejscio-
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wych. Odpowiednig stereochemi¢ na atomie fosforu tych zwigzkow zapewniato
przylaczenie w pierwszym etapie bicyklicznej pochodnej oksazafosfolidyny. Czysty
stereoizomer nukleozydo 3'-oksazafosfolidyny byt kondensowany z nukleozydem
posiadajacym wolng grupa 5-OH (lub 5’-OH oligonukleotydem) w obecnosci
CMPT (11) jako aktywatora. Otrzymana w tym etapie triestrowa pochodna
fosforynowa ulegata nastepnie przeksztalceniu w H-fosfonian diester w reakcji
eliminacji typu El1 fragmentu pirolidyniowego, ktéra zachodzila z retencja
konfiguracji na centrum fosforowym [42, 43]. Po tym etapie utworzony H-
fosfonian, ulegal boranowaniu kompleksem BHj;- Me,S w obecnosci czynnika
sililujacego [43, 44] (Schemat 18).
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Schemat 18. Stereoselektywna metoda syntezy tancucha oligonukleozydo boranofosfonianowego
z wykorzystaniem chemii H-fosfonianow

Scheme 18. A stereoselective synthesis of oligonucleoside boranephosphonate chains using the H-
phosphonate chemistry

Metoda ta pozwalata na otrzymywanie oligonukleotydow o dhugosci do 12
jednostek nukleotydowych o zdefiniowanej stereochemii na centrum fosforowym
(dla tymidyny) lub tetra-nukleotydowych fragmentéw o mieszanej sekwencji zasad.

Przedstawione wyzej drogi syntezy stereozdefiniowanych tancuchéw PB-DNA
byly opracowane jako alternatywa dla enzymatycznej syntezy tych zwigzkow.
Przeprowadzone badania pokazaly, ze nukleozydo 5'-a-P boranotrifosforany sa
substratami dla polimerazy DNA 1 RNA. Enzymy te dzialaja w sposob
stereospecyficzny, rozpoznajac jedynie izomer Rp jako substrat. Enzymatyczna
reakcja wlaczania nukleozydo boranofosfonianu do oligonukleotydu zachodzi
z calkowita inwersja konfiguracji na atomie fosforu, prowadzac do zwigzku
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o konfiguracji Sp. Metoda enzymatyczna jest szybkim i wygodnym podejsciem
syntezy oligonukleotydéw zawierajacych funkcje boranowa w czgéci fosforanowe;j
o zdefiniowanej konfiguracji na atomie fosforu. Niestety metoda ta nie jest
uniwersalna, poniewaz ogranicza si¢ jedynie do syntezy oligonukleozydo
boranofosfonianéw o konfiguracji Sp wigzania internukleotydowego [45] (vide

infra).

2. WYBRANE WLASCIWOSCI BIOLOGICZNE POCHODNYCH
NUKLEOZYDO I OLIGONUKLEOZYDO BORANOFOSFONIANOW

2.1. POCHODNE NUKLEOZYDO BORANOFOSFONIANOW
W PROJEKTOWANIU PROLEKOW ANTY-HIV

Proleki sg zwigzkami, ktore wykazuja dziatanie terapeutyczne dopiero po
chemicznych Iub/i enzymatycznych przeksztalceniach wewnatrz komorki.
Pronukleotydy to jeden z przyktadoéw prolekdw, ktorych zadaniem jest hamowanie
procesu namnazania wirusa na etapie odwrotnej transkrypcji [46]. Inhibicja tego
procesu polegala do tej pory na stosowaniu 2’,3'-dideoksynukleozydow (ddN), ktére
pod wptywem kinaz komdrkowych byty fosforylowane kolejno do odpowiednio
mono-, di- 1 finalnie do nukleozydo trifosforanu, biorgcego bezposredni udziat
w reakcji syntezy wirusowego DNA. Wilaczony w lancuch tworzgcego sie¢
wirusowego DNA 2'.3'-dideoksynukleozyd blokuje jego elongacje hamujac
ostatecznie namnazanie wirusa [46].

Problemy w enzymatycznej fosforylacji antywirusowego nukleozydu do
odpowiedniego mono-, di- i trifosforanu to czynniki ograniczajace czesto jego
efektywno$¢ jako czynnika antywirusowego. Aby je oming¢ zaczeto projektowaé
pochodne antywirusowych 2’,3'-dideoksynukleozydow w formie odpowiednich
mono-, di-, oraz trifosforanéw. Jednakze wysoka polarnos¢ tych zwigzkow obnizata
ich efektywny transport do komorki. W celu przezwycigzenia tej niedogodnos$ci
zaczeto czgsciowo maskowac tadunki ujemne syntezowanych fosforanéw poprzez
przytaczanie odpowiednich lipofilowych grup maskujacych, majacych utatwiac
przejscie takich zwigzkow przez blony komoérkowe. Projektowane wedlug tej
koncepcji nukleozydo 5'-fosforany sa nazwane pronukleotydami [46] (Schemat 19).
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Schemat 19. Idea dzialania pronukleotydow. Aktywacja antywirusowej pochodnej AZTMP w zainfekowanej
komorce

Scheme 19. The operating principle of pronucleotides. Activation of an antiviral AZTMP derivative in the
infected cell

Grupa badawcza C. R. Wagnera zaproponowata syntez¢ nukleozydo
monofosforandw, pochodnych AZT (3'-azydo-3'-deoksytymidyny), w ktorych
polaczony z atomem fosforu aminokwas pehit rolg grupy maskujacej (Schemat 20).
Analogiczne badania byly prowadzone rowniez w grupie A. Kraszewskiego, gdzie
stosowang grupga maskujaca byly aryloaminy [47]. Badania biologiczne pokazaty,
ze zwigzki takie mialy wyzsza aktywnoscia antywirusowa i obnizong toksycznoscia
w porownaniu do samego AZT [48]. Obiecujace parametry biologiczne zachecity
do dalszych prac nad tg klasg pochodnych i jej poszerzeniem o analogi zawierajace
dodatkowa funkcj¢ maskujacg w formie grupy boranowej (-BHj), z nadzieja, ze
zwigkszy to biodostepnosé modyfikowanych czasteczek i polepszy ich wlasciwosci
biologiczne [49, 50].

Do tej pory zostaly opracowane rozne strategie syntetyczne otrzymywania
nukleozydo amidofosforanéw zawierajagcych dodatkowo funkcje boranowa (-BHj3).
Badania te byty gtownym obiektem zainteresowan grupy badawczej B. R. Shaw,
ktéra zaproponowala rdézne podejscia syntetyczne (nie opisane tutaj) dla
pochodnych nukleozydo 5’-a-P-boranomono-, di- 1 tri-fosforoamidow [18]
(Schemat 20).
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Schemat 20. Wybrane struktury otrzymanych nukleozydo amidofosforanéw i ich «-P boranowych
pochodnych nukleozydo mono-, di- i tri-amidofosforanow

Scheme 20. Selected structures of the synthesized nucleoside phosphoramidates and their a-P borane
nucleoside mono-, di- and tri-phosphoramidate derivatives

Przeprowadzone badania pokazaty, ze obecno$¢ grupy BHj; przy o-atomie
fosforu w analogach AZTDP [17], d4TDP [51] oraz ddADP [52] utatwia ich dalsza
fosforylacje katalizowana przez odpowiednie kinazy komodrkowe. Utworzone
w tym procesie odpowiednie a-P-boranotrifosforany (AZTTP, d4TTP, ddATP)
w dalszym etapie ulegaty inkorporacji do syntezowanego wirusowego DNA przez
odwrotng transkryptaze HIV-1 [51, 52]. Wyniki te sa bardzo zachgcajace w §wietle
mozliwosci zastosowan nukleozydo boranofosfonianow w badaniach nad nowymi
analogami pronukleotydowymi.

2.2. OLIGONUKLEOZYDO BORANOFOSFONIANY W WYCISZANIU EKSPRESJI
GENOW

siRNA (short interfering RNA) sa to krotkie fragmenty dwuniciowego RNA,
ktore w ostatnich latach byly wykorzystywane w badaniach nad nowa strategia
wyciszania ekspresji uszkodzonych genoéw. Strategia siRNA polega na
wprowadzeniu do komoérek syntetycznego fragmentu RNA, ktorego zadaniem jest
wyciszenie ekspresji uszkodzonego genu na poziomie mRNA. Sam proces
modulowania ekspresji gendw, w ktorego udziat zaangazowane sg rdzne enzymy,
jest dos¢ zlozony. Prowadzone badania nad wplywem modyfikacji w strukturze
siRNA na efektywno§¢ wyciszania genéw mialy na celu przede wszystkim
poznanie stabilno$ci takich konstruktow w medium komérkowym oraz zbadaniu ich
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oddzialywania z kompleksem biatkowym RISC (RNA-induced silencing complex).
Kompleks ten, o aktywnosci nukleazy, odgrywa kluczowg rolg w procesie
wyciszania genow w strategii siIRNA. Katalizuje on rozplatanie podwdjnej helisy
siRNA, a powstata pojedyncza ni¢ wraz z kompleksem RISC przylacza si¢ do
komplementarnego fragmentu komorkowego mRNA. Tak powstata hybryda
siRNA:mRNA jest rozcinana przez RISC uniemozliwiajac translacje mRNA,
a w konsekwencji ekspresj¢ informacji genetyczne [53]. Jedna z badanych
modyfikacji wigzania internuklotydowego w siRNA byty boranofosfoniano diestry
(P-BH3;). Przeprowadzone badania pokazaly, ze wigzanie boranofosfonianowe jest
odporne na dziatanie r6éznych komodrkowych nukleaz. Modyfikowane grupa
boranowg jednoniciowe fragmenty siRNA w kompleksie z RISC efektywnie
rozpoznawaly i1 wigzaly si¢ z komplementarna nicia mRNA prowadzac w efekcie
do jej degradacji [2, 54].

Pierwsze eksperymenty jakie zostaly przeprowadzone ta technikg dotyczyty
m.in. badania wptywu oligonukleozydo boranofosfonianéw tworzacych fragment
siRNA (PB-siRNA) na ekspresje genu EGFP (enhenced green fluorescent protein)
w komoérkach Hela [14, 15]. Zsyntezowane za pomocg polimerazy T7 RNA
podwodjne oraz pojedyncze nici PB-siRNA wykazywalty wyzsza efektywnos¢
wyciszania ekspresji wybranego genu niz dotychczas stosowane analogi
tiofosforanowe, oraz czesto nawet wyzszg w porownaniu do natywnych siRNA.
Postulowang przyczyna podwyzszonej wydajnosci procesu wyciszania ekspresji
genu jest prawdopodobnie odpornos¢ nukleozydo boranofosfonianéw na dzialanie
nukleaz i przez to zwickszenie trwalosci biatkowego kompleksu RISC [15],
niezbednego w procesie interferencji. Wyniki przeprowadzonych badan sugeruja
rowniez, ze skuteczna degradacja wyciszanego fragmentu mRNA wymaga
odpowiedniego utozenia tej nici wraz z komplementarnym fragmentem siRNA
w helis¢ typu A [55]. Tworzenie si¢ wiasnie tego typu helisy jest preferowane
przez oligonukleozydo boranofosfoniany, co w konsekwencji réwniez moze
wplywac na efektywnos¢ procesu wyciszana genu.

Pochodne nukleozydo boranofosfonianéw byly rowniez badane w kontekscie
ich wykorzystania w antysensowej strategii wyciszania ekspresji uszkodzonego
genu. Technika ta polega na tworzeniu si¢ kompleksu miedzy wprowadzonym do
komorki, modyfikowanym fragmentem DNA (np. PS-DNA, PB-DNA),
a komplementarnym mRNA, ktérego translacje chcemy wyciszy¢. Powstaty
heterodupleks mRNA:DNA jest rozpoznawana przez RNaze H, ktéra katalizuje
rozpad nici mRNA w tej hybrydzie, hamujac na tym etapie ekspresj¢ informacji
genetycznej [2, 56]. Przeprowadzone badania pokazaly, ze oligonukleozydo
boranofosfoniany (PB-DNA) tworzg kompleksy z komplementarnym fragmentem
mRNA w medium komdrkowym. Powstale na tej drodze heterodupleksy
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DNA:mRNA sa rozpoznawane przez RNaz¢ H, a caly proces zachodzi wedlug
zalozonej strategii. Zwigkszenie odpornosci antysensowych oligonukleotydéw na
degradacje enzymatyczng (co ma miejsce w przypadku boranofosfonianow)
podwyzsza efektywnos¢ terapii antysensowej [2].

Opisane powyze] eksperymenty, staly si¢ podstawa do prowadzenia dalszych
badan nad pochodnymi nukleozydo boranofosfonianéw jako potencjalnymi
czynnikami mogacymi znalez¢ zastosowanie w terapii antysensowej i antygenowej
oraz dla wyciszania ekspresji gendw z wykorzystaniem strategii sSiRNA.

2.3. ODDZIALYWANIE NUKLEOZZYDO I OLIGONUKLEOZYDO
BORANOFOSFONIANOW Z ENZYMAMI

Stabilno§¢ analogow nukleozydo boranofosfoniandbw wobec enzymow
komoérkowych byta glownym czynnikiem decydujacym o ich biologicznej
atrakcyjnos$ci.  Przeprowadzone  badania  pokazaty, ze oligonukleozdo
boranofosfoniany wykazuja wysoka stabilno$¢ wiazania internukleotydowego
wobec rdéznego typu egzo- i endonukleaz oraz sg substratami dla polimeraz DNA
i RNA, katalizujagcych proces przylaczania kolejnych jednostek nukleotydowych
podczas syntezy kwasow nukleinowych [45].

2.3.1. Oddzialywanie nukleozydo boranofosfonian6w z nukleazami

Mimo ze  wigzanie internukleotydowe  pochodnych  nukleozydo
boranofosfonianow jest powszechnie uznawane za odporne na hydrolize
katalizowang nukleazami, to w niektorych przypadkach ta odporno$¢ nie jest
catkowita [13, 45].

I tak badania, w ktérych uzywano boranofosfonian ditymidynowy d[Tp(B)T]
jako uktad modelowy w reakcji z fosfodiesteraza z jadu weza (SVPDE — snake
venom phosphodiesteraze, 3'-egzonukleaza) pokazaly, ze jedynie stereoizomer Sp-
d[Tp(B)T] jest rozpoznawany przez ten enzym. Sam proces hydrolizy wigzania
internukleotydowego dla tego zwigzku byt okoto 330 razy wolniejszy
w porownaniu do niemodyfikowanego dinukleozydowego fosforanu d(TpT). Stad
pochodne boranofosfonianéw mozna uznaé za wzglednie odporne na dziatanie tego
typu nukleaz. Obydwa stereoizomery, Sp oraz Rp d[Tp(B)T], okazaly si¢ by¢
kompetycyjnymi inhibitorami SVPDE, blokujacymi jego naturalng aktywnos¢.

W obecnosci fosfodiesterazy ze $ledziony wotowej (BSPDE — bovine spleen
phosphodiesteraze, 5'-egzonukleaza), zachodzita hydroliza obu diastereoizomeréw
d[Tp(B)T]. W przypadku stereoizomeru Sp proces ten byt 30, a dla Rp 80 razy
wolniejszy w poréwnaniu do niemodyfikowanego dinukleozydo (3'-5")-fosforanu.
Zaden z izomeréw d[Tp(B)T] nie byl substratem dla niespecyficznej endonukleazy
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typu S;, ani dla specyficznej endonukleazy P; [45], ktore dokonuja cigcia
jednoniciowego DNA i RNA.

Analogi rybonukleozydo boranofosfoniandw réwniez wykazywaly wysoka
stabilno$¢ wobec enzymow nukleolitycznych [57]. Podobnie jak dla 2'-
deoksynukleozydo boranofosfonianow, oddzialywanie odpowiednikow
rybonukleozydowych z tymi enzymami miato charakter stereospecyficzny.
Przeprowadzone badania pokazaly, ze rowniez stereoizomer Sp boranofosfonianu
diurydyny Sp-[Up(B)U] byt lepszym substratem dla fosfodiesterazy typu SVPDE
niz izomer Rp (Sp-izomer t;,= 80 h vs Rp-izomer ts,= 90 h) [18, 57].

Wiekszos¢ badan nad stabilno$cig  wigzania  internukleotydowego
rybonukleozydo boranofosfonianéw wobec SVPDE, BSPDE i RNazy A byla
prowadzona na dimerze r(Up(B)A). Hydroliza wigzania internukleotydowego dla
tego analogu, katalizowana przez SVPDE, byla ponad 2000 razy wolniejsza
w poréwnaniu do niemodyfikowanej formy r(UpA). Dlatego mozna uznaé, ze
praktycznie zaden ze stereoizomerdw tego zwiazku nie jest substratem dla SVPDE.
Stabilno$¢ diastereoizomeréow r1[Up(B)A] wobec fosfodiesterazy BSPDE byta
nizsza w poréwnaniu z fosfodiesterazg SVPDE. Enzym ten hydrolizowat wigzanie
fosfodiesterowe w r[Up(B)A] tylko 4 razy wolniej niz w naturalnym
dinukleozydowym fosforanie r(UpA). Natomiast obydwa izomery, Sp jak i Rp-
r[Up(B)A], okazaty si¢ by¢ substratami dla RNazy A [18].

2.3.2. Oddzialywanie nukleozydo boranofosfonian6w z polimeraza DNA i RNA

Polimeraza to enzym, ktérego =zadaniem jest wilaczanie jednostek
nukleotydowych do tworzacego si¢ tancucha DNA Iub RNA. Termostabilne
odmiany polimerazy DNA sa powszechnie wykorzystywane w laboratoriach
biologicznych w reakcjach PCR (polimerase chain reaction), pozwalajacych na
powielanie wybranej sekwencji DNA. Przeprowadzone badania na roznych
analogach nukleotydowych pokazaty, ze pochodne o-P-BH; nukleozydo
trifosforanow (dANTPaB [58], NTPaB [59]) sa rozpoznawane przez polimeraze
DNA [13, 45], wiekszo$¢ termostabilnych odmian tego enzymu (Taq, Vent, Taq
FS) oraz polimerazg RNA [13]. Wysoka stabilno$¢ termiczna boranotrifosforanow
dNTPoB oraz boranowanych oligonukleotydow pozwala na ich wykorzystywanie
w reakcji PCR. Dzigki temu mozliwa jest tatwa i wydajna synteza tancucha
oligonukleotydowego catkowicie modyfikowanego grupa boranowa (P-BH;) (BP
DNA oraz BP RNA).

Oddzialywania dNTPaB i NTPaB z polimerazami DNA i RNA maja charakter
stereospecyficzny. W obu przypadkach (dNTPaB, NTPoB), jedynie izomer
o konfiguracji Rp umozliwia synteze stereoregularnej nici BP DNA i BP RNA.
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Reakcja ta zachodzi z inwersjg konfiguracji na atomie fosforu prowadzac do
oligonukleotydow o konfiguracji Sp-NTPaB internukleotydowego wigzania
boranofosfonianowego [2] (Schemat 21).

f % 9
limeraza
‘0-P-0-P-0-P-0 B P
+ I I i o DNA
—_—
O BHy °
OH R O:T<BH3'
B
Rp izomer °© o
DNA dNTPaB \/_\(
OH R
Sp izomer

R =H, DNA, dNTPauB substrat dla polimerazy DNA
R = OH, RNA, NTPaB substrat dla polimerazy RNA
B = zasada azotowa

Schemat 21. Stereospecyficzna synteza oligonukleozydo boranofosfoniandow katalizowana przez polimeraze
DNA

Scheme 21. Stereospecific synthesis of oligonucleoside boranephosphonates catalyzed by a DNA
polymerase

Stereoizomery Rp-dNTPaB i Rp-NTPaB moga w peini zastapi¢ naturalny
dNTP w reakcji wydluzania startera i reakcji PCR oraz NTP w procesie
transkrypcji, katalizowanych przez polimerazy DNA i RNA [13]. Polimeraza
bakteryjna typu T7 RNA umozliwia wlaczanie boranofosfonianow NTPaB
zawierajagcych  wszystkie podstawowe zasady wystepujace w  kwasach
nukleinowych i syntez¢ catkowicie boranowanych fragmentéw DNA i RNA [60].

UWAGI KONCOWE

Nukleozydo i oligonukleozydo boranofosfoniany stanowig nowy typ analogow
kwasow nukleinowych. Ich znaczne podobienstwo pod wzgledem struktury do
naturalnych kwasow nukleinowych otworzylo szereg mozliwosci wykorzystania tych
zwigzkow do badan nad nowymi terapeutykami i w diagnostyce medycznej.
Zwigkszona lipofilowo$¢, wyzsza odporno$¢ hydrolityczna na dzialania nukleaz,
aktywowanie RNazy H to wlasciwosci, ktore stwarzaja unikalne mozliwosci
wykorzystywania tych zwiagzkéw w badaniach biologicznych. Potencjat nukleozydo
boranofosfonianoéw jest szeroko wykorzystywany nie tylko w badaniach biologicznych
i projektowaniu nowych terapeutykow ale réwniez jako precyzyjnych narzedzi
w badaniach mechanizmow reakcji enzymatycznych. Ponadto same boranofosfoniany
jako indywidua chemiczne sg cickawymi obiektami chemicznymi. Do tej pory badania
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nad ta klasa zwiazkéw koncentrowaly si¢ przede wszystkim na opracowaniu
efektywnych metod ich syntezy. W ostatnich latach interesujacym zagadnieniem staty
si¢ badania reaktywnos$ci samej grupy boranowej nukleozydo boranofosfonianow [61-
63]. Badania nad mozliwosciami modyfikowania funkcji boranowej moga otworzyc
nowe mozliwo$ci wykorzystania tych zwigzkéw dla projektowania grup maskujacych
funkcj¢ fosforanowa Iub markerow chemicznych w  syntezie analogow
oligonukleotydéw, czy tez opracowywaniu nowych farmakoforéow i terapeutykdéw
bazujacych na kwasach nukleinowych.
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ABSTRACT: Mechanistic and stereochemical aspects of the
reaction of boranephosphonate diesters with amines promoted
by iodine were investigated. This is a complex, multistep reaction
that ultimately produces the corresponding phosphoramidate
diesters via a formal replacement of the borane group by an
amine moiety. We found by a stereochemical correlation analysis
that, contrary to a literature report, the whole transformation
proceeded with total inversion of the configuration at the
phosphorus center. Our study also showed that instead of the
postulated nucleophilic substitution by iodide at the phosphorus
center of the initially formed intermediate, the corresponding
iodoboranephosphonate, the crucial step of the reaction involved
intermediacy of H-phosphonate derivatives that reacted with
iodine to afford ultimately phosphoramidate diesters. The

(6] Il
R'0%P-OR? lodine, R3NH, R'0-P-OR?
Og 3
H "Ig‘H acetonitrile NHR
H total: inversion at phosphorus
iodine iodineT RONH,
Q RONH, : o
R'O-P-OR? ——> R'0-P-OR? ——> R'0-P-OR?2
B B NHR? H
H H

R" and R2 = ethyl or a nucleoside; R® = n-butyl

reaction of the iodoboranephosphonate with the amine to produce an aminoboranephosphonate diester that rapidly dissociated
into the corresponding H-phosphonate and the borane parts was apparently instrumental to the formation of an H-phosphonate

diester intermediate.

B INTRODUCTION

Boranephosphonates' are analogues of natural phosphate esters
in which the —BHj; group replaces one of the nonbridging
oxygen atoms.” The borane group (—BHj,) is isoelectronic with
oxygen in phosphate esters and also with sulfur and the methyl
group present in other phosphate analogues, e.g., phosphor-
othioates and methylphosphonates, respectively.” Despite many
similarities (e.g., a tetrahedral structure, the presence of a
negative charge), there are significant differences between
boranephosphonates compared to phosphate diesters.” The
phosphorus—boron bond in boranephosphonate diesters is a
dative bond® formed via transfer of a lone electron pair from a
phosphite diester to an electron deficient borane. This is
reflected in formula A in Figure 1 with a formal negative charge
placed on the boron atom. However, since boron is less
electronegative than oxygen, the negative charge resides mainly

.c.’ ®9® 1 (”) . €]
R1O—ll3—OR2 R1O—E—OR2 R O—E—OR
AN -B< T
H Fll H H I‘-I H H kli H
A B C

R" and R? = alkyl, aryl, nucleoside, etc.

Figure 1. Various structural formulas for boranephosphonate diesters.

-4 ACS Publications  © 2018 American Chemical Society

on the phosphoryl oxygen atom, as shown in a mesomeric form
B. Moreover, in A and B the formal negative charge on the
boron atom is assumed to be spread on the hydrogens as partial
charges. Such charge distribution was supported by X-ray
analysis, and this bonding pattern is somewhat similar to that of
phosphonium  salts.”® Alternatively, boranephosphonates can
be presented as complex anions, analogous to [BH,]~, without
assignment of a negative charge to the specific ligands (formula
C).

The above clarifies that due to significant bonding differences
compared to phosphodiesters, incorporation of boranephosph-
onates into DNA or RNA can impart new properties to these
biomolecules, e.g., chirality at the phosphorus centers, different
bonds length, and disparate charge distribution in internucleo-
tidic bonds. Indeed, it was found that the presence of the P-
BH; group in oligonucleotides modulates their nuclease
resistance, interaction with proteins, lipophilicity, hydrolytic
stability, and secures generally low toxicity of the boron
analogues.”” These features constituted the basis for the
development in the last two decades of boranephosphonate-
modified nucleic acids as potential antisense/antigene and
siRNA gene silencing agents.””® Nucleoside boranephospho-
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nates as phosphate analogues were introduced by Shaw,
Spielvogel, and Sood in the early 1990s,” and then they were
further developed by Shaw,'® Wada,®*'" Caruthers,"” and
others.*”"!?

Recently, Caruthers et al.'* expanded the scope of possible
applications of boranephosphonates by developing the P-BH;
group as a potential post-synthetic modification for nucleic
acids. In this concept, the borane group serves as a stable
chemical marker that can be targeted and labilized by a selective
reagent to replace the —BH; group with another functionali-
ty,"* or to introduce a modification at the boron atom itself."*”
The added value of such an approach is that due to chirality at
the phosphorus center of boranephosphonates, one can, in
principle, obtain nucleic acid mimics with stereochemically
defined chiral internucleotide linkages.

The underlying chemistry for the targeting and the
replacement of the borane group by nucleophiles developed
by Caruthers et al."* is shown in Scheme 1 and consists of an

Scheme 1. Mechanism for the Formal Replacement of the
—BH; Group by a Nucleophile in Boranephosphonate
Diesters Promoted by Iodine Postulated by Caruthers et
a1'1421

©
| : . .
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amine, acetonitrile, RT, overnight.

R" and R? = nucleoside moieties; Nu = nucleophile, e.g. amine, alkoxide, carbanion, etc.

oxidative conversion of boranephosphonates to stereochemi-
cally defined phosphate diester derivatives, e.g., phosphorami-
dates, phosphotriesters, phosphorothiolates, and C-phospho-
nates. This transformation, which bears a high potential for the
post-synthetic modification of oligonucleotides, was claimed to
proceed with an overall retention of configuration at the
phosphorus center and to involve, as a crucial step, a
nucleophilic attack of iodide on the activated boranephosph-
onate intermediate 2 (Scheme 1).

Our interest in the development of synthetic methods based
on H-phosphonate chemistry for the preparation of biologically
important phosphorus compounds and their analogues'” and
some unusual features of the above reaction prompted us to
take a closer look at the proposed mechanism. By analyzing the
reaction steps, we found a possible fundamental flaw in the
mechanism that might affect the predicted stereochemistry of
the reaction and also has a bearing for a general type of
reactivity postulated for boranephosphonate derivatives. Taking
into account the potential importance of this type of reaction in
oligonucleotide chemistry and the claimed significance of the
proposed oxidative nucleophilic substitution step at the
boranephosphorus center in boron chemistry, we undertook
these studies to clarify some chemical and stereochemical
aspects of the above reaction. As model compounds for our
studies, we chose boranephosphonate diesters 1a and 1b, and
n-butylamine was chosen as a nucleophile.
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B RESULTS AND DISCUSSION

Oxidation of a hydride in boranephosphonates 1 by iodine to
produce monoiodoboranephosphonates 2 (and possibly di- or
triiodo derivatives), that subsequently may undergo nucleo-
philic substitution at the phosphorus center by iodide, is the
initial step in the mechanism postulated by Caruthers et al.'**
(Scheme 1). While the first step, the oxidation of a borane
hydride by iodine, is quite Iikely,16 the second step, a
nucleophilic substitution of the iodoborane group by iodide,
seemed very implausible on at least three counts. First, iodide is
not a particularly good nucleophile for the phosphorus.'” As a
soft base, it is unlikely that iodide would efficiently attack hard
phosphonate diesters in accordance with the principle of hard
and soft acids and bases.'® Second, the boranephosphonate
group in boranephosphonate diesters, similar to phosphate
diesters, is negatively charged and thus can hinder the
approaching nucleophile. Third, assuming a nucleophilic attack
by iodide on the phosphorus center in 2 would necessitate the
departure of the iodoborane group with an electron pair in the
form of boryl dianion [:BH,I]*~ with two formal negative
charges. This would be thermodynamically unfavorable given
the high basicity and nucleophilicity of boryl dianions.'” These
are rather elusive species that are formed under highly reducing
conditions, as evidenced by ''B NMR spectroscopy (for generic
[:BH;]*"),” and their stability becomes manageable only upon
extensive delocalization of the lone electron pair (casus
[B(CN),J*).*!

The authors predicted retention of the configuration at the
phosphorus center for the whole process, and this claim was
substantiated by the NOESY-experiments. In the latter, the
authors compared the NOE effects between protons of the BH,
group and the ribose protons in the starting boranephospho-
nates of type 1 vs methyl and the ribose protons in the
corresponding methyl phosphotriesters.'** However, since
spatial arrangements of the BH; vs OCH; protons in these
compounds may differ significantly, we considered that this
NMR spectroscopy evidence warrants additional studies to
firmly establish a stereochemical relationship between the
substrates and the products in this reaction.

Stereochemical Correlation Analysis. To establish a
stereochemical outcome of the investigated reaction, we carried
out a stereochemical correlation analysis. To this end,
dinucleoside H-phosphonate Sa, enriched in one of the
diastereomers (P NMR analysis; 2:1 mixture of the low
field:the high field diastereomers; 5, = 9.38 and 8.31 ppm), was
synthesized and subjected to oxidative coupling with n-
butylamine (Scheme 2, lower reaction path).”” This reference
reaction, that is known to be stereospecific and to occur with
inversion of the configuration at the phosphorus center,””**
produced two diastereomers of dinucleoside phosphoramidate
4a in the expected ratio of 1:2 (the high field:the low field
diastereomers, *'P NMR analysis). In the second experiment,
we converted the same diastereomeric mixture of H-
phosphonate diesters Sa into boranephosphonate diesters 1a
(see the Experimental Section) and subjected these to a
reaction with iodine in the presence of n-butylamine, as
described by Caruthers et al."** We found that patterns of the
signals in the *'P NMR spectra of diastereomeric phosphor-
amidates 4a obtained from H-phosphonate Sa via borane-
phosphonate 1la as an intermediate and that form a direct
oxidative coupling of H-phosphonate Sa with n-butylamine (the
reference reaction) were identical (two signals between &, = 9—
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Scheme 2. Conversion of H-Phosphonate Diester Sa into
Phosphoramidate 4a via Oxidative Coupling with an Amine
(Lower Path) and via Boranephosphonate Intermediate 1a
(Upper Path), Both Promoted by Iodine”
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“Reaction conditions: (i) S equiv of TMS-Cl and S equiv of TEA in
CH,Cl,; (ii) 10 equiv of BH;:SMe, in THF, followed by 25% aq
ammonia treatment; (iii) 3 equiv of I, and 10 equiv of n-BuNH, in
acetonitrile;'** (iv) 2 equiv of I, and 4 equiv of TEA in acetonitrile;***
and (v) S equiv of n-BuNH, in acetonitrile.?® Abbreviations: TMS-C],
trimethylsilyl chloride; TEA, triethylamine; and THF, tetrahydrofuran.

10 ppm, ratio 1:2; see Figure 2), and thus both reactions had to
proceed with the same overall stereochemistry, namely, with
total inversion of the configuration at the phosphorus center.
Since the transformation of H-phosphonate diesters into the
corresponding boranephosphonates is known to occur with the
retention of the conﬁguration,md’24 it is implied that a reaction
of boranephosphonate 1a with iodine to produce iodophos-
phate 3a also has to occur with the retention of the

4a (obtained from H-phosphonate 5a)

(b)

Figure 2. Excerpts of 3'P NMR spectra of crude reaction mixtures of
(a) boranephosphonate la + n-butylamine + iodine and (b) H-
phosphonate Sa + n-butylamine + iodine (the reference reaction). For
experimental details, see in the text.
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configuration at the phosphorus center. This contradicted the
finding by Caruthers et al,"** who claimed, for the latter step,
inversion of the configuration for this process.

To clarify this point, all steps important for the stereo-
chemical correlation analysis from Schemes 2 and 1 are
summarized in Scheme 3. The correlation hinges on the

Scheme 3. Stereochemical Correlation Scheme for the
Conversion of H-Phosphonate Diester S into
Phosphoramidate 4 via a Direct Oxidative Coupling (the
Lower Path) and via Intermediacy of Boranephosphonate 1

(the Upper Path)
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1a - 5a, R" and R2 = nucleoside moieties as in Scheme 2: R®= n-butyl
1b - 5b, R! = R2 = ethyl: R3= n-butyl

common intermediacy of phosphoroiodidate 3. This, on one
hand, can be stereospecifically converted in the presence of an
amine to the corresponding phosphoramidate 4 through
inversion of configuration at the phosphorus,”*® and on the
other one, can be generated on two independent routes,
bifurcated from H-phosphonate 5. In the reference reaction, a
tricoordinated form of H-phosphonate $ reacted directly with
iodine to afford the retention of the configuration of
iodophosphate 3, while for the investigated reaction, the
same starting material S (after silylation) was used for the
preparation of boranephosphonate 1. Since the transformation
of H-phosphonate diesters into the corresponding borane-
phosphonates (5 into 1) proceeds with the retention of the
conﬁguration,Bd’24 and the subsequent reaction with iodine (1
into 2) does not involve the phosphorus center (boron hydride
oxidation), the sense of chirality of iodoboranephosphonate 2
must be the same as that of H-phosphonate S. Thus, in Scheme
3, the stereochemistry of all of the reaction steps but one,
namely, that from 2 to 3, is known. To obtain agreement with
the experimental data, we had to assume that the conversion of
iodoboranephosphonate 2 into the corresponding iodophos-
phate 3 occurred with the retention of the configuration, as
indicated in Scheme 3. This, on stereochemical ground, in
principle, ruled out a nucleophilic substitution by iodide at the
phosphorus center suggested by Caruthers et al.'** Having said
that, there could be a remote possibility for this step to be
nevertheless a nucleophilic substitution, provided it would
involve a pseudorotation of the initially formed trigonal
bipyramid intermediate (tbp). However, in acyclic phosphorus
compounds, nucleophilic substitution occurs with inversion of
the configuration without intermediacy of tbp, and a pseudo-
rotation step is usually invoked to explain the stereochemical
outcome of reactions when phosphorus is part of a ring
system.”> This adds another argument to those in the text
above against an Sy2(P) process and thus called for another
mechanism for this step for this reaction.

To provide a mechanistic explanation for this crucial step of
the transformation (step 2 to 3), we propose that
iodoboranephosphonate 2, formed by a borane hydride
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oxidation of the boranephosphonate 1, could undergo
dissociation to a phosphite anion and iodoborane, followed
by oxidation of the former by iodine to afford phosphor-
oiodidate 3 (Scheme 4).

Scheme 4. Possible Mechanism for Transformation of
Iodoboranephosphonate 2 into Phosphoroiodidate 3 with
Retention of Configuration

)
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Since both reactions in Scheme 4, i.e., the dissociation of
iodoboranephosphonate 2'°*** and the oxidation of the
phosphite anion,””> do not involve any change in the
stereochemistry at the phosphorus atom, a total retention of
the configuration is expected for this step, as depicted in the
stereochemical correlation diagram (Schemes 4 and S).

One should note that in contradistinction to a mechanism
proposed by Caruthers et al,,"** where iodine acted only as an

Scheme S. Various Possible Pathways for the Formation of
H-Phosphonate Diester 5 Intermediates
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activator for the borane group of boranephosphonates of type 1
(via oxidation of a borane hydride), in our mechanism, iodine
plays a dual role, being also a stoichiometric oxidant for the in
situ generated P(III) species (phosphite anion of an H-
phosphonate diester; Scheme 4). Thus, the two mechanisms
could, in principle, be also distinguished by the amount of
iodine consumed during the reaction. For the oxidative
nucleophilic substitution mechanism, only 1 mol equiv of
iodine was claimed to be necessary;”"‘ however, to get
reproducible results, the authors routinely used 3 equiv of
iodine (see Scheme 1). In our hands, the reaction consistently
required at least 2—3 equiv of iodine to go to completion.
Apparently, due to some subsequent reactions of iodine with an
amine present and with borane derivatives formed, its
consumption varied, depending on the reaction conditions.

Formation of an H-Phosphonate Diester as a Key
Intermediate. The dissociation step that generates an H-
phosphonate species (as a phosphite anion or its protonated
form; Scheme 4) is critical for the discussed mechanism to be
operative during the reaction of boranephosphonates with
amines. Boranephosphonate diesters are stable compounds that
can be stored and handled at ambient temperature without any
particular precautions. In chemical terms, this means that the
P—B bond in these compounds is rather strong and does not
undergo a spontaneous scission. Since boranephosphonates are
Lewis acid—base complexes, their stability is controlled by the
acidity and basicity of the parent borane and the phosphonate
parts.

Both our model compounds, dinucleoside boranephospho-
nate la and diethyl boranephosphonate 1b, afforded the
corresponding phosphoramidates 4a and 4b when treated
separately in dichloromethane or acetonitrile with n-butylamine
(10 equiv) and iodine (3 equiv)."** The 3'P NMR experiments
showed that the starting materials, boranephosphonates 1a and
1b, were stable in pyridine, acetonitrile, and dichloromethane in
the presence of n-butylamine (S50 equiv, 24 h, room
temperature). Since upon addition of elemental sulfur (10
equiv) or sulfur and trimethylsilyl chloride (10 equiv of each)
to such solutions, no sulfurization products (formation of the
corresponding phosphorothioate diesters) could be detected,
we inferred that under these experimental conditions,
boranephosphonates 1 did not dissociate spontaneously to
afford detectable equilibrium mixtures of the parent H-
phosphonate derivatives and borane. Thus, it seemed that the
generation of appreciable amounts of H-phosphonate diesters
from boranephosphonates must apparently involve an initial
activation of 1 by iodine’® as was suggested by Caruthers et
al."** To unravel this point, first we wanted to know if we could
observe, by *'P or "B NMR spectroscopy, the formation of the
postulated initial intermediates of the reaction, namely, the
corresponding iodoboranephosphonate derivatives 2. This
would permit further studies on the susceptibility of
intermediates 2 to dissociate into the Lewis acid—Lewis base
components, a critical step in our mechanistic proposition. We
considered two scenarios: (i) a direct fragmentation of
iodoboranephosphonates 2 into the corresponding H-phos-
phonate diesters 5, and (ii) a possible formation of H-
phosphonates 5 from 2 via other, unidentified yet borane-
phosphonate intermediates.

Scheme S depicts some possible pathways for the generation
of H-phosphonate diesters § during the course of the reaction
of boranephosphonates 1 with amines promoted by iodine.
Oxidation of a borane hydride in 1 by iodine might initially
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form a trigonal, electron-deficient borane intermediate [X] that
coordinates iodide to afford iodoboranephosphonate 2. In the
presence of amine nucleophile during the hydride oxidation by
iodine, it could intercept the incipient intermediate [X] to form
aminoboranephosphonate 6. Alternatively, both species 2 and 6
could also be formed directly from boranephosphonate 1
without the intermediacy of [X] via four-center transition states
involving iodine (for iodoboranephosphonate 2) or amine—
iodine complexes’’ (for aminoboranephosphonate 6). Irre-
spective how they were formed, 2 and 6 might afford H-
phosphonate S, but their propensity to spontaneous dissocia-
tion should depend on the Lewis acid strength of the borane
moieties in these compounds. By comparing the inductive vs
the 7-electron donating effects of iodo and amino substituents
in trigonal borane derivatives,”® we expected that the latter
should significantly prevail in aminoboranes, making them
weaker Lewis acids.

By this token, we anticipated that aminoboranephosphonates
6 would be more susceptible to dissociate into the parent Lewis
acid—Lewis base components than iodoborane 2 derivatives,
and thus a pathway to H-phosphonate § via aminoborane 6
intermediates (Scheme 5) should be thermodynamically
favored.

To find support for this hypothesis, we carried out a reaction
of boranephosphonates 1 with iodine under various exper-
imental conditions by varying solvents, ratio, and kinds of
reactants. When iodine (3 equiv) was added to a solution of
boranephosphonates 1 and n-butylamine (5—10 equiv) in
dichloromethane or acetonitrile, the reaction proceeded to
completion within a few minutes to afford the expected
phosphoramidates 4 without the formation of any detectable
intermediates. This indicated that the first step of the reaction
in Scheme S, i.e., the oxidation of a borane hydride in 1 by
iodine, appeared to be the rate limiting step of the whole
transformation.

To get some insight into the possible intermediates involved
in this reaction, we first attempted to react diethyl
boranephosphonate 1b in dichloromethane with iodine alone
(an activation process). Since amine is apparently involved in
the very last step of the reaction, its absence should possibly
cause accumulation, and thus detection by *'P NMR spectros-
copy, of some of the postulated upstream intermediates.
Indeed, after the addition of 1 equiv of iodine to a
dichloromethane solution of 1b, the first 3P NMR spectrum
recorded revealed, besides the starting material 1b (ca. 29%, &p
= 99.80 ppm) and diethyl phosphoroiodidate 3b (ca. 7%, &p =
—41.88 ppm), also the presence of an intermediate we searched
for, namely, diethyl H-phosphonate Sb (ca. 22%, &, = 8.21
ppm), and a signal from an unknown species, resonating at &, =
67.42 ppm (ca. 35%). Significant broadening of this resonance
indicated the presence of a boron atom, and thus the signal was
tentatively assigned to the postulated, initial intermediate of the
reaction, diethyl iodoboranephosphonate 2b (Scheme S). The
reaction with 2 equiv of iodine proceeded analogously, except
the starting material 1b completely disappeared, and the
intermediate 2b amounted to 68%. In both instances, the
addition of n-butylamine (10 equiv) and more iodine (another
1—2 equiv) resulted in the immediate, complete disappearance
of all of the intermediates and the formation of diethyl n-
butylphosphoramidate 4b (5, = 845 ppm) as the sole
phosphorus-containing product (*'P NMR analysis). A similar
course of the reaction was also observed in acetonitrile,”’ but
since the activation of boranephosphonates 1 was more
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efficient in dichloromethane than in acetonitrile, the former
solvent was used in further studies.

These results were consistent with the proposed reaction
pathway of boranephosphonate diesters with amines promoted
by iodine, depicted in Scheme S. First, they indicated that
iodoboranephosphonate intermediate 2b can, to some extent,
spontaneously dissociate to afford some amounts of H-
phosphonate Sb, a stereochemically important type of
intermediate for this reaction, and second, that all the
intermediates observed, ie., iodoboranephosphonate 2b, H-
phosphonate diester $b, and phosphoroiodidate 3b, are
possible or factual intermediates in the above reaction.

As mentioned above, the addition of iodine as the last
reagent (ie., when boranephosphonate diester and amine were
both present in the reaction mixture) could trigger a new
reaction pathway. This concerns a putative aminoborane-
phosphonate 6 intermediate, which could be formed both via a
direct coordination of an amine to an electron-deficient borane
intermediate [X] (or directly from 1 via a four-center transition
state) and a nucleophilic attack of an amine at the boron center
of iodoboranephosphonate 2b (Scheme S5) under these
conditions.

Since these pathways are cryptic during the course of a
regular reaction (i.e., when all reactants are present in sufficient
amounts), we addressed this issue by (i) reacting la with a
limited amount of iodine in the presence of n-butylamine and
(ii) treating a generated iodoboranephosphonate 2b with n-
butylamine. To this end, to a solution of boranephosphonate
1b in dichloromethane containing n-butylamine (1 equiv) we
added 1 equiv of iodine. In the *'P NMR spectrum obtained,
the pattern of the signals was qualitatively similar to that of the
reaction of 1b with iodine alone (presence of signals from the
starting material 1b, the putative iodoboranephosphonate
intermediate 2b, H-phosphonate Sb, and iodophosphate 3b;
vide supra), except for a new resonance from an unknown
intermediate at 6p = 42.63 ppm (ca. 10%).%° Quenching this
reaction mixture with n-butylamine (10 equiv) caused the
signals from iodoboranephosphonate 2b (at ca. 69 ppm) and
the unknown intermediate (at ca. 42 ppm) to immediately
disappear, and only the unreacted starting material 1b, H-
phosphonate Sb, and a small amount of phosphoramidate 4b
(from iodophosphate 3b) remained (*'P NMR analysis).

These experiments indicated that the signal at ca. 42 ppm
was not due to a side product formation but corresponded to a
legitimate intermediate of the reaction, and thus it was
tempting to assign it to the postulated aminoboranephospho-
nate 6b. Although the signal at ca. 42 ppm was clearly observed
when the activation of boranephosphonate 1b was carried out
in the presence of n-butylamine, we exercised some caution as it
was rather broad and could be overlooked in noisy *'P NMR
spectra, especially at a low concentration of the intermediate.
Indeed, scrutiny of all of our previous *'P NMR spectra from
the reaction of 1b with iodine in the absence of n-butylamine
showed that in a few instances, we could discern a slight bump
in the spectra at ca. 42 ppm that might correspond to the
sought intermediate. This was a compelling argument that an
intermediate resonating at ca. 42 ppm did not contain a n-
butylamine moiety as a structural fragment and, thus, could not
be assigned to aminoboranephosphonate 6b.

In light of the above, we hypothesized that when the
activation of boranephosphonate 1b with iodine is carried out
in the presence of a base (n-butylamine), the initially formed
activation product, iodoboranephosphonate 2b, can be prone to
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further borane hydride oxidize and form diiodoboranephosph-
onate 2'b (Scheme 6). We assigned this structure to an
intermediate that resonated at ca. 42 ppm in the *P NMR
spectra.

Scheme 6. Formation of a Putative
Diiodoboranephosphonate Intermediate under Basic
Conditions
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2a, 2'a, R" and R? = nucleoside moieties as in Scheme 2.
2b, 2'b, R" = R2 = ethyl.

To substantiate this hypothesis, we reacted boranephosph-
onate 1b in dichloromethane with iodine (2 equiv) in the
presence of 2,6-lutidine (S equiv). The *'P NMR spectrum
(after S min) revealed, apart from a resonance due to
iodophosphate 3b (8, = —41.32 ppm, ca. 13%), two broad
signals at 62.56 ppm (ca. 60%) and 40.7S ppm (ca. 27%).
These were assigned to the two putative intermediates, namely,
iodoboranephosphonate 2b and diiodoboranephosphonate 2'b.
Since both of them were converted into phosphoramidate 4a
upon the addition of n-butylamine, they were assumed to be
potential intermediates involved in the investigated reaction.

We also probed the reactivity of iodoboranephosphonate 2b
toward n-butylamine as a possible step in the investigated
reaction (step 2 to 6, Scheme S). The most revealing
experiment consisted of an incremental addition of n-
butylamine to a reaction mixture that was formed from the
activation of boranephosphonate 1b with a limited amount of
iodine (Figure 3). We tried to minimize the amount of iodine
used so that in the reaction mixture, after the generation of
iodoboranephosphonate intermediate 2b, no iodine was left.”’

A
T T T T T T T T T T T T T T
100 50 0 -50

Figure 3. 3'P NMR spectra of the reaction of iodoboranephosphonate
2b with n-butylamine in dichloromethane. (a) The reaction of 1a with
n-butylamine (1 equiv) and iodine (0.8 equiv), (b) after the addition
of 1 equiv of n-butylamine, (c) after the addition of another equiv of n-
butylamine (total 2 equiv), and (d) after the addition of a total 10
equiv of n-butylamine.

This would permit us to observe what species are formed
upon reaction of 2b with the added n-butylamine. Under such
conditions (Figure 3), no new intermediates could be detected,
and only a gradual disappearance of 2b and an accumulation of
H-phosphonate Sb were observed (Figure 3). This strongly
suggested that in the presence of n-butylamine, iodoborane-
phosphonate 2b underwent a rapid nucleophilic substitution at
the boron center to form aminoboranephosphonate 6b, that
immediately collapsed to the corresponding H-phosphonate Sb
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and the aminoborane. Apparently, due to inherent instability of
aminoboranephosphonates 6, the postulated intermediate 6b
did not accumulate and, thus, could not be detected under the
reaction conditions.

The above experiment was also pertinent to the mechanism
proposed by Caruthers et al.'"** If iodoboranephosphonates 2
would be susceptible to nucleophilic substitution by iodide,"**
they should even more readily react with n-butylamine to afford
phosphoramidates 4. Since this was not the case, the reaction of
2b with n-butylamine lent support for the mechanism depicted
in Scheme § that involves the intermediacy of H-phosphonate
diester 5. Additionally, in a separate experiment, iodobor-
anephosphonate 2b, generated from 1b and iodine (1 equiv) in
dichloromethane, was subjected to a reaction with 10 equiv of
the added tetrabutylammonium iodide to probe its suscepti-
bility to nucleophilic substitution. Since no measurable increase
in the amount of phosphoroiodidate 3b could be detected, this,
again, argued against a mechanism involving a nucleophilic
attack of iodide on the phosphorus center. It seems that a
mechanism in Scheme S is rather general for amine
nucleophiles, as analogous types of intermediates were
observed in the reactions with aromatic amines (e.g., aniline)
and 2° amines (e.g., diethylamine).

To sum up this part, all of the above experiments indicate
that various pathways are possible for the investigated reaction
(Scheme S and 6). The reaction of boranephosphonate diesters
1 with n-butylamine promoted by iodine most likely
commences with a borane hydride oxidation to produce a
putative trivalent borane intermediate [X]. Under the reaction
conditions, this may coordinate iodide and n-butylamine to
produce two putative intermediates, iodoboranephosphonate 2
and aminoboranephosphonate 6. The latter, due to its inherent
instability, immediately collapsed to afford the corresponding
H-phosphonate diester 5, while the former most likely reacted
with the amine present to be converted into S, with the
intermediacy of the corresponding aminoboranephosphonate 6.
Alternatively, 2 and 6 could be formed from boranephosph-
onate 1 directly via reactions involving four-center transition
states. Under basic conditions, monoiodoborane intermediate 2
can partially be converted into diiodoboranephosphonate 2,
that is apparently also susceptible to the reaction with amine.
H-Phosphonate 5 can also probably be formed directly from
iodoboranephosphonate 2, but this process is expected to be
much slower than the reaction with the amine. All of the above
reaction steps occur with a retention of configuration, and thus,
the sense of chirality of boranephosphonate 1 is preserved in
the H-phosphonate diester 5 formed. There are two more
reaction steps that follow this key intermediate formation,
namely, the oxidation of § by iodine to the corresponding
phosphoroiodidate 3 (with retention of the configuration) and
its reaction with n-butylamine (with inversion of the
configuration). These furnished the final product, the
corresponding phosphoramidate 4, with a total inversion of
the configuration at the phosphorus center.

Finally, due to probably similar kinetics of the formation of 2
and 6 (directly from 1 or via intermediate [X]) and the
formation of 2’ from 2, as well as conversion of 2 and 2’ into 6,
all of these pathways can most likely be operative during the
course of the reaction. Although changes in the reaction
conditions can modulate their contributions, this should not
affect the final stereochemical outcome of the whole trans-
formation that is governed by the stereochemistry of the key
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intermediate formed, namely the corresponding H-phospho-
nate diester.

B CONCLUSIONS

We designed and carried out a stereochemical correlation
analysis for the formation of phosphoramidate diesters from the
corresponding boranephosphonate derivatives. Contrary to
previous studies,'** we found that the reaction of borane-
phosphonate diesters 1 with amines promoted by iodine
proceeded with total inversion of configuration at the
phosphorus center and involved the formation of the
corresponding H-phosphonate as a stereochemically important
intermediate. On this basis, we could dismiss an oxidative
nucleophilic attack on the phosphorus as a crucial step in this
reaction. The role of iodine in the whole transformation was
found to be 2-fold: (i) activation of the borane group via
oxidation of the hydride anion to produce an iodoborane
function (—BH,]; intermediate 2 and possibly 2’) and (ii)
oxidation of the key intermediate, H-phosphonate diester 5, to
the corresponding phosphoroiodidate diester. The reaction of
iodoboranephosphonates 2 with an amine to produce a putative
aminoboranephosphonate 6, that apparently rapidly dissociated
into the H-phosphonate 5 and the borane parts, is most likely
instrumental to the formation of the H-phosphonate
intermediate. Since all the reaction steps leading to H-
phosphonate diesters § occur with retention of the config-
uration, the sense of chirality of boranephosphonates 1 is
preserved in this intermediate. The two final steps, oxidation of
H-phosphonate § by iodine followed by the reaction with the
amine present, furnished the final phosphoramidates 4 with
total inversion of the configuration.

B EXPERIMENTAL SECTION

All reagents were of analytical grade, obtained from commercial
suppliers, and used without further purification. The anhydrous
solvents used for the reactions were stored over molecular sieves 4 A.
TLC analyses were carried out on Merck silica gel 60 F 254 precoated
plates using a CH,CL,—MeOH 9:1 (v/v) solvent system. All
evaporations were carried out on rotatory evaporators under reduced
pressure at 40 °C.

H-Phosphonate diester Sa was synthesized from the appropriate H-
phosphonate monoesters®> and alcohols according to standard
coupling procedures.”® The P-diastereomers of Sa were separated
using silica gel chromatography with ethyl acetate:toluene 99:1 (v/v)
as a solvent system. These diastereomers are referred to as “slow” and
“fast” (chromatographic mobility) or “low-field” and “high-field”
(signals in the *'P NMR spectra). For these studies, 5a was used as a
2:1 or 1:2 mixture of the diastereomers.

The NMR spectra were recorded using a Bruker Avance II 400
MHz instrument. The chemical shifts are reported in ppm, relative to
solvent peaks ('H, C NMR), 2% H,PO, solution in D,0 (*'P
NMR), and BF; diethyl etherate (''B NMR). Assignment of the NMR
signals was accomplished on the basis of the expected chemical shift
values, splitting pattern of the signals, and 2D correlation experiments.
High-resolution mass spectra (HRMS) were recorded on Thermo
Fisher Scientific Q-Exactive Orbitrap mass spectrometer. Identification
of intermediates observed in the *'P and "B NMR spectra of the
reaction mixtures was done on the basis of the expected chemical
shifts, coupling constants, shapes of the multiples, and spiking of the
reaction samples with compounds of known structures.

For compounds la and 4a, due to the presence of two P-
diastereomers and similar chemical shifts of the protons in the 3'- and
5’-nucleoside units, multiplicity and overlapping of the resonances
were observed in the "H NMR spectra. For this reason, only selected
diagnostic signals are listed. Purity of the isolated compounds was
>97% ('H NMR spectroscopy).
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Synthesis of 3’-O-Tritylthymidin-5'-yl 5’-O-Tritylthymidin-
3’-yl Boranephosphonate 1a, Triethylammonium Salt. 3'-O-
Tritylthymidin-5'-yl §’-O-tritylthymidin-3'-yl H-phosphonate Sa (0.1
mmol) was placed in a 100 mL pear-shaped flask and evaporated twice
then added anhydrous dichloromethane (2 X 20 mL). The residue was
dissolved in anhydrous dichloromethane (20 mL), and then
triethylamine (0.5 mmol) and trimethylsilyl chloride (0.5 mmol)
were added. After being stirred for 10 min, borane dimethyl sulfide
complex in THF (1 mmol) was added to the generated silyl phosphite
derivative. The reaction mixture was stirred for another 10 min, and
progress of the reaction was monitored by *'P NMR spectroscopy.
After the reaction mixture was quenched by the addition of an aqueous
ammonia (25%, 2 mL) and the removal of the solvents, the product
was purified by silica gel column chromatography using a gradient of
methanol in dichloromethane (0—5%, v/v) containing triethylamine
(1%). Fractions containing the desired product were collected and
evaporated to yield 1a as a white solid (96 mg). Yield 85%. R; = 0.13
and 028. HRMS m/z: [M-Et;NH*]™ Caled for CgHy,BN,Oy,P,
1027.3860; found, 1027.3878. 'H NMR (CDCl, 400 MHz,
(diagnostic signals) §): —0.20—0.80 (br m, 3H), 1.36 (s, 3H), 1.88
(s, 3H), 6.30—6.70 (m, 2H). 3*C NMR (CDCl,, 100.6 MHz, §): 8.6,
11.6, 12.5, 39.1, 39.5, 45.6, 64.2, 74.9, 76.0, 84.9, 85.5, 85.9, 87.6, 87.8,
111.4, 127.4, 128.1, 128.7, 128.9, 135.79, 136.5, 143.3, 144.1, 144.3,
150.8, 164.2. 3'P NMR (CDCl,, 162 Hz, §): 94.15 (br m). ''B NMR
(CDCl,, 128.4 Hz, §): —38.47 (br).

Synthesis of Diethyl Boranephosphonate 1b, Triethylam-
monium Salt. 1b was obtained analogously to 1a using diethyl H-
phosphonate (0.1 mmol) as a starting material. The product was
purified by silica gel column chromatography using a 0—10% gradient
of methanol in dichloromethane containing triethylamine (1%). The
separation was controlled by TLC chromatography by evocating spots
in a chamber with iodine vapor. Compound 1b was obtained as a
colorless oil (23 mg). Yield 90%. HRMS m/z: [M-Et;NH"]~ Calcd for
C,H,,BO,P, 151.0701; found, 151.0689."H NMR (CDCl,, 400 MHz,
5): —0.40—0.60 (br m, 3H), 0.15 (m, 3H), 1.06 (t, 6H, 3,y = 7.1 Hz),
1.13 (t, 6H, ¥y = 7.3 Hz), 2.9 (q, 4H, 7.3 Hz), 3.73 (m, 4H, *J;yy; =
7.3 Hz). ®C NMR (CDCl,, 100.6 MHz, 6): 8.1, 16.4 (d, *Jpc = 5.8
Hz), 45.4, 59.1 (d, *pc = 4.1 Hz). 3'P NMR (CDCl,, 162 Hz, §):
95.31 (br q, YJps = 131.0 Hz). "'B NMR (CDCl,, 128.4 Hz, §): —41.25
(d, Ypp = 134.7 Hz).

Transformation of 3’-O-Tritylthymidin-5'-yl 5’-O-Tritylthy-
midin-3’-yl H-Phosphonate 5a into 3’-O-Tritylthymidin-5'-yl
5’-O-Ttritylthymidin-3’-yl n-Butylphosphoramidate 4a (the
Reference Reaction). 3'-O-Tritylthymidin-5'-yl 5'-O-tritylthymidin-
3’-yl H-phosphonate Sa (0.1 mmol; a ca. 2:1 mixture of the low and
high field diastereomers; 6, = 9.38 and 8.31 ppm) was made
anhydrous by the evaporation of the added pyridine (2 X 20 mL) and
acetonitrile (2 X 20 mL), and then it was left overnight on the vacuum
line. The residue was dissolved in anhydrous acetonitrile (20 mL), and
then n-butylamine (0.5 mmol) and iodine (0.3 mmol) dissolved in
acetonitrile (0.5 mL) were added. After being stirred for 5 min, the *'P
NMR spectrum was recorded. It showed two signals of intensities ca.
1:2 at 6p = 991 and 9.51 ppm, corresponding to the expected
phosphoramidate 4a. The product was isolated by silica gel column
chromatography using a gradient of methanol in dichloromethane (0—
5%). Compound 4a was obtained as a white solid (80 mg). Yield 74%.
R; = 0.66. HRMS m/z: [M—H]" Caled for C,Hg;N:O, P, 1084.4267;
found, 1084.4277. 'H NMR (CDCl,;, 400 MHz, (diagnostic signals)
8): 142 (s, 3H), 1.84 (s, 3H), 6.27—6.45 (br m, 2H). 3C NMR
(CDCl,;, 100.6 MHz, §): 14.1, 14.8, 16.1, 22.1, 36.0, 41.5, 43.4, 65.9,
68.5, 86.8, 87.3, 87.7, 90.1, 90.5, 113.5, 114.0, 130.0, 130.5, 131.1,
1312, 137.7, 138.2, 145.4, 146.3, 152.9, 166.4. 'P NMR (CDCl,, 162
Hz, §): 9.51, 9.91 (integration ca. 2:1).

Transformation of 3’-O-Tritylthymidin-5’-yl 5’-O-Tritylthy-
midin-3’-yl Boranephosphonate 1a into 3’-O-Tritylthymidin-
5’-yl 5’-O-Tritylthymidin-3’-yl n-Butylphosphoramidate 4a. 3'-
O-Tritylthymidin-$’-yl §’-O-tritylthymidin-3'-yl boranephosphonate
la (0.1 mmol; obtained from ca. 1:2 diastereomeric mixture of Sa
as described above) was dried by the evaporation of the added
anhydrous acetonitrile (2 X 20 mL) and was dissolved in the same
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solvent (20 mL). To this, n-butylamine (1 mmol) and iodine (0.3
mmol, dissolved in 0.5 mL of acetonitrile) were added. After being
stirred for § min, the 'P NMR spectrum was recorded. It showed two
signals of intensities 1:2 at 8, = 9.66 and 9.30 ppm, corresponding to
the expected phosphoramidate 4a. The pattern of the signals was the
same as in the reference reaction, and after isolation of the product (74
mg), it was found to be identical to that from the direct oxidative
coupling above. Yield 68%. R = 0.68. HRMS m/z: [M—H]~ Calcd for
CeHesN.O, P, 1084.4267; found, 1084.4276. '"H NMR (CDCL,, 400
MHz, (diagnostic signals) 6): 1.43 (s, 3H), 1.85 (s, 3H), 6.30—6.45
(br m, 2H). *C NMR (CDCl,, 100.6 MHz, §): 11.7, 12.4, 13.6, 14.1,
19.6, 19.7, 22.7, 29.7, 30.0, 31.9, 33.7, 39.1, 41.0, 63.6, 66.01, 74.4,
84.3, 85.4, 87.7, 88.1, 111.1, 111.7, 127.6, 128.09, 128.14, 128.7, 128.8,
135.2, 135.5, 143.0, 144.0, 150.3, 163.7. *'P NMR (CDCl,, 162 Hz, §):
9.30, 9.66 (integration ca. 2:1).

Synthesis of Diethyl n-Butylphosphoramidate 4b. 4b was
obtained analogously to 4a using diethyl H-phosphonate (0.1 mmol)
as a starting material. The product was purified by silica gel column
chromatography using a 0—10% gradient of methanol in dichloro-
methane containing triethylamine (1%). The separation was controlled
by TLC chromatography by evocating spots in a chamber with iodine
vapor. Compound 4b was obtained as a colorless oil (17.5 mg). Yield
85%. HRMS m/z: [M—H]~ Calcd for CgH;,NO,P, 208.1108; found,
208.1100. "H NMR (CDCl,, 400 MHz, 8): 0.84 (t, 3H, Jyuu = 7.3
Hz), 1.25 (m, 8H), 1.41 (m, 2H), 2.82 (m, 2H), 3.98 (m, 4H). 3C
NMR (CDCl,, 100.6 MHz, §): 13.6, 16.1 (d, ¥Jc = 7.1 Hz), 19.6, 33.7
(d, ¥Jpc = 6.1 Hz), 41.0, 62.0 (d, *Jpc = 5.3 Hz). 3'P NMR (CDCl,,
162 Hz, 6): 9.33.
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ABSTRACT: Boranephosphonate diesters react with heteroar- N RO—(IP?—H N
omatic and certain tertiary amines in the presence of an oxidant HZN/' OR ‘HH/\/I
(I,) to afford the boron-modified phosphodiester analogues

containing a P-B—N structural motif. Our multinuclear *'P and I\

"B NMR spectroscopy studies lend support for a two-step RO—E—QEH 2 Ro—('P?—B’HC) :NQ RO—};—éH—ﬁ@
mechanism involving generation of a A’-boranephosphonate Or H OR H ) or M\
intermediate that immediately coordinates an amine in the solvent /N7\

cage, leading to B-pyridinium or B-ammonium boranephosphonate

betaine derivatives. We found that the type of the solvent used \ T
(e.g, dichloromethane vs acetonitrile) significantly affected the RO-P-B—N—_
course of the reaction, resulting in either formation of boron- OR H 1

modified derivatives or loss of the boron group with a subsequent

oxidation of the phosphorus atom. In aprotic, electron-donating, polar solvents., e.g., acetonitrile (ACN) and tetrahydrofuran
(THE), a 2*-boranephosphonate intermediate can also coordinate solvent molecules forming P-B—ACN or P=B—THF complexes
that may influence the type of the products formed.

H INTRODUCTION Recently, Caruthers et al,’ exploring further chemistry of
boranephosphonates, proposed the P—B bond as a new
chemical marker for a postsynthetic modification of
oligonucleotides and showed that the BH; group under mild,
oxidative conditions (e.g, in the presence of iodine) can be
stereospecifically replaced by various nucleophiles, e.g., amines,
alcohols, thiols, etc., forming the corresponding P(V)
derivatives. When such oxidative transformation is carried
out in the presence of pyridine (or other heteroaromatic or
certain 3° amines), boranephosphonate diester derivatives
bearing a pyridine or a 3° amine moiety attached to the borane
group are formed.® The authors showed that a pyridiniumbor-

increasing interest in exploring boranephosphonates/borane- anephosphonate modification, when present in oligonucleo-

hosphi . . . . tides, facilitated cellular uptake of such molecules® and
phosphinates as new, potentially important synthetic equiv- . . I .
alents for P(IIT) phosphorus synthons with the hidden P—H modulated the reducing properties of borane-modified nucleic
PROSP 7 acids during formation of DNA-templated metal nanostruc-

tures.””

With a focus on the chemistry of boranephosphonates as
important nucleotide analogs and potentially valuable synthetic
intermediates, we recently investigated the mechanistic aspects
of a formal replacement of the BH; group by amines,

During recent decades, boranephosphonate analogues have
emerged as important bioisosters of nucleic acids and their
components." New properties imparted by the presence of the
BH; group, located in a nonbridging position of the phosphate
function, e.g., chirality at the phosphorus center, resistance to
nucleases, high lipophilicity, low toxicity, etc.,” constituted the
basis for potential applications of these analogues as antisense/
antigene agents, siRNA gene modulators,'>**’ alternative
substrates for polymerase chain reaction (PCR)," or new
structural motifs for nucleic acids-based diagnostics.”

Apart from these biology-related applications, there has been

functionality (e.g, H-phosphonate or H-phosphinate esters).
Temporary conversion of the P—H function into the P—BH,
one freezes these compounds in a 1°6* phosphonate form that,
in contrast to that of the parent P—H compounds, cannot
isomerize to a nucleophilic 2°¢® tervalent form with a lone
electron pair on the phosphorus. Thus, boranephosphonates
are generally more resistant to various chemical trans-
formations than H-phosphonate derivatives, but the P—H Received: December 29, 2019
function and its reactivity can be retrieved at the end of Published: February 19, 2020
synthesis and subject, if so desired, to additional synthetic

tasks. The feasibility and usefulness of such an approach has

been successfully demonstrated in the synthesis of biologically

important phosphorus compounds.’®

© 2020 American Chemical Society https://dx.doi.org/10.1021/acs.joc.9b03506
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Scheme 1. Reaction of Boranephosphonate Diesters with Amines, Promoted by Iodine

(”)
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o 0
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ABP . Org. Chem., 2018, 83, 5496.
\ 9
pyridine R10-p-QOR2
°B
H'Ili‘Nca\ stable compounds,
_— can be isolated
PyBP

R', R2 = alkyl, aryl, or a nucleoside moiety; R? = alkyl or aryl;
ABP = aminoboranephosphonate; PyBP = pyridiniumboranephosphonate

promoted by iodine.'” In contradistinction to the literature
report,” we found that this transformation occurred with total
inversion of the configuration at the phosphorus center and
involved the intermediacy of the corresponding H-phospho-
nate diesters.'” These findings are of importance in the context
of a possible use of boranephosphonate analogues in
postsynthetic modifications of nucleic acids.

In this paper, we investigated the reaction of boranephosph-
onate diesters with heteroaromatic and 3° amines, promoted
by iodine.” This reaction, in contrast to that involving 1° or 2°
amines,” preserves the P—B bond in boranephosphonates and
leads to formation of a new structural motif, P—B—N, where N
is part of a heteroaromatic or 3° amine.” Taking into account
the potential importance of B-modified boranephosphonate
nucleotide analogues in nucleic acid chemistry, medicinal
chemistry, or metal nanotechnology, we undertook these
studies to gain better understanding of the underlying
chemistry, to evaluate the substrate scope of this reaction in
terms of the kind of amine used, and to clarify some
mechanistic aspects that can be of synthetic relevance. We
used in our studies multinuclear NMR spectroscopy to detect
putative intermediates and define a mechanistic framework of
the whole transformation. As a model system for our studies
we chose a reaction of diethyl boranephosphonate diester 1
with pyridine (or its derivatives) or certain 3° amines
promoted by iodine under various experimental conditions.

B RESULTS AND DISCUSSION

For the reaction of boranephosphonate diesters with 1° and 2°
amines in the presence of iodine and that with heteroaromatic
and certain 3° amines, two distinct mechanisms have been
advocated. For that involving 1° and 2° amines, a nucleophilic
substitution of the activated borane group by iodide to form
the corresponding iodophosphate with inversion of the
conﬁguration at phosphorus was proposed as a key reaction
step.” For the second reaction, which makes use of
heteroaromatic or 3° amines as substrates and preserves the
borane group in the molecule, a different mechanism, involving
a four-center addition of an N-iodoammonium species to the
borane moiety with a simultaneous oxidation of the boron-
bound hydride, was suggested.®

Studies from our laboratory showed that the mechanism
suggested for the reaction of boranephosphonates with 1° and
2° amines was incorrect.'” We proposed that the most likely
reaction pathway for this process involved the intermediacy of
an electron-deficient A’-boranephosphonate species that
coordinated the amine present in the reaction mixture to
form an aminoborane intermediate, followed by its dissociation

4313

to the corresponding H-phosphonate, and finally after
oxidation, to a phosphoramidate diester (Scheme 1).

As for the reaction of boranephosphonate diesters with
heteroaromatic and 3° amines promoted by iodine, our
working hypothesis was that the initial, key mechanistic steps
were the same as those proposed for 1° and 2° amines, i.e,
involved formation of an electron-deficient A*-boranephosph-
onate species, followed by coordination of the amine used
(Scheme 1). The fate of the reaction is probably determined by
the stability of the formed intermediates, i.e.,, complexes of A%
boranephosphonate with amines (ABP vs PyBP, Scheme 1).
In the case of the instability of an aminoboranephosphonate
complex (e.g, ABP), the reaction proceeds further to the
corresponding P(V) derivative, but if the complex is stable
enough (e.g., pyridiniumborane complex PyBP), it may remain
the final product of the reaction. This hypothesis was based on
the expected reactivity of boranephosphonate diesters toward
oxidants, the known affinity of electron-deficient boron species
toward amines, and some preliminary *P NMR spectroscopy
experiments on this reaction.

Although the conversion of boranephosphonate diesters into
the corresponding pyridiniumborane- or ammoniumborane-
phosphonate derivatives formally looks like a simple-two step
reaction, careful scrutiny of the reaction conditions revealed
that it might be a complex process with various competing
reaction pathways and multiple equilibria systems involved. In
agreement, Caruthers et al.’ reported on the formation on
variable amounts of phosphates in this reaction (loss of the
borane group and oxidation at the phosphorus center) and a
complex dependency on the amount of pyridine and the
oxidant used. For our part, we observed also the irreprodu-
cibility of certain experiments that can point to the sensitivity
of the reaction to factors that have not been fully appreciated.

To get a deeper insight into the mechanistic features of the
investigated reaction and to pinpoint synthetically important
factors, we carried out series of experiments to identify the
intermediates involved, clarify the role of the solvents used,
and elucidate the possible involvement of amine—oxidant
complexes in the oxidation step.

Reaction of Boranephosphonate 1 with Pyridine
Promoted by lodine in Different Solvents. Preliminary
experiments showed that simple diethyl boranephosphonate 1
reacted with pyridine in the presence of iodine analogously to
the derivatives containing more complex esters residues (e.g.,
nucleoside moieties), and for this reason we selected it as a
model boranephosphonate diester for our studies. We expected
that the type of solvent used for this reaction can be important
on at least two counts. First, iodine is known to form brown- or

https://dx.doi.org/10.1021/acs.joc.9b03506
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violet-colored solutions depending upon the solvent. Brown
solutions, which contain iodine coordinated to the solvent
molecules, appear to be more reactive than those with
presumably free iodine molecules, the violet ones.'' Second,
assuming an electron-deficient borane intermediate to be
involved in the investigated reaction (Scheme 1), the
coordination ability or electron-donating properties of the
solvent may be of particular importance for stabilization of
such species. Thus, taking into account the solubility
requirements for the substrates and the theoretical premises
mentioned above, we chose dichloromethane (DCM) and
acetonitrile (ACN) as two differing solvents for the studied
reaction.

Reaction of Diethyl Boranephosphonate 1 with Pyridine
and lodine in Dichloromethane vs Acetonitrile. A standard
protocol for the investigated reaction consisted of adding
iodine (3 equiv) to a ca. 0.1 M solution of boranephosphonate
1 (TEAH" salt) in a selected solvent containing a heterocyclic
or 3° amine (10 equiv). First, we ran the reaction in DCM with
pyridine as a heterocyclic amine. Inspection of the *'P NMR
spectrum after 1 h since the addition of iodine showed a
complete disappearance of the starting material 1 (5, = 94.2
ppm) and the presence of two signals at 5, = 59.8 ppm (m, ca.
80%) and &, = 45.0 ppm (m, ca. 20%). The compound
resonating at ca. 60 ppm was isolated from the reaction
mixture and identified ("H, 3C, "B NMR, and HRMS) as the
expected product, diethyl pyridiniumboranephosphonate 2
(Scheme 2, PyBP). For identification of the side product at &
= 45.0 ppm, see later in the text.'”

Scheme 2. Different Courses of the Reaction 1 + Pyridine +
Iodine in Dichloromethane (DCM) vs Acetonitrile (ACN)“

O H

1o/ -
DCM Eto_?"BLN:? />
H 1. 10 equiv. Py EtO
o 2. 3 equiv. | 2 (PyBP
EtO—I%—B\—H eoq i (PyBP)
min.
EtO H I I
1 (BP) EtO —IID-O—IID -OEt
TEAH+ salt EtO  OEt
(for clarity, this cation part 3

has been omitted on all the
following Schemes)

“For the relevant *'P and ''B NMR spectra, see Figures S1 and S2 in
the Supporting Information.

The analogous reaction of BP 1 with pyridine and iodine in
ACN took a completely different course and afforded
tetraethyl pyrophosphate 3 (8, = —13.0 ppm) as the sole
phosphorus-containing product (Scheme 2). This indicated
that deboronation occurs during the course of the reaction, but
its mechanistic pathway was far from clear. To get some insight
into a possible mechanism, we followed the progress of the
reaction in acetonitrile by *'P NMR spectroscopy. In the first
3P NMR spectrum recorded (after ca. 5 min.), a compound
resonating at ca. p = 60 ppm (m, ca. 80%) appeared in the
reaction mixture and during 30—60 min it gradually faded
away to be converted into the final product of this reaction,
pyrophosphate 3. The shape of the signal and its chemical shift
values (8, = 59.8 ppm and &z = —13.4 ppm) strongly
suggested formation of PyBP 2, but in contradistinction to the
reaction in DCM, this species was unstable under the reaction
conditions and ultimately (within 60 min) produced

pyrophosphate 3 (Scheme 3).
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Scheme 3. Transient Formation of PyBP 2 in the Reaction
of 1 with Pyridine and Iodine in Acetonitrile”

OeH

O H
e, ACN , - i
BOP-B-H . EO-P-B-N® ) 3060mD  6-p-0-p-oEt
H  1.10 equiv. P A ! !
EtO . 10 equiv. Py EtO EtO  OEt
1 2.3 equiv. I, 2 3

“For the relevant *'P and ''B NMR spectra, see Figure SI in the
Supporting Information.

Since the isolated PyBP 2 was found to be completely stable
in an acetonitrile solution, to prove its intermediacy in the
investigated reaction, we reacted BP 1 with pyridine (10 equiv)
and iodine (3 equiv) in ACN in the presence of the added
putative intermediate, PyBP 2 (1 equiv). Somewhat surpris-
ingly, in this experiment BP 1 was converted into PyBP 2,
which did not undergo further transformation (a few hours) to
the expected final product under these conditions, pyrophos-
phate 3. However, when we doubled the amount of iodine and
pyridine in the above reaction, both substrates (BP 1 and PyBP
2) were converted into tetraethyl pyrophosphate 3 (Figure 1).
Thus, in this context, two questions should be addressed: (i)
why sometimes the produced PyBP 2 was stable even when the
investigated reaction was run in acetonitrile and, related to it,
(ii) what is a possible mechanism of transformation of PyBP 2
into pyrophosphate 3 during the course of the reaction in
acetonitrile?

The transformation of PyBP 2 into pyrophosphate 3 during
the course of the reaction in ACN (Scheme 3) occurred
without any detectable intermediates by *P NMR spectros-
copy, and thus, no mechanistic clue existed for this process.
However, on a chemical basis one can assume as plausible an
initial nucleophilic attack of iodide (present in the reaction
mixture) on carbon C2 of the pyridinium cation moiety'” in 2
to form aminoboranephosphonate intermediate 4 (Scheme 4).
Such a species, or its protonated form, was expected to be
unstable and should dissociate to generate first phosphonate
anion $ (or the corresponding H-phosphonate,'® and after its
oxidation by iodine in the presence of spurious water
pyrophosphate 3. This reaction pathway was partly supported
by the findings that under strictly anhydrous conditions also
the pyridinium adduct of metaphosphate 6 was formed."*

As for the variable persistence of PyBP 2 during the reaction
in acetonitrile, we carried out a series of experiments in which
we reacted BP 1 with pyridine (10 equiv) by varying the
amount of iodine (0.5, 1, 1.5, 2, and 3 equiv). We observed
that with less iodine (0.5—1.5 equiv) the produced PyBP 2 was
stable under the reaction conditions (24 h), while a larger
excess of iodine (2—3 equiv) favored decomposition of 2 into
tetrasubstituted pyrophosphate 3 (ca. 1 h). These can be
rationalized in light of the mechanism in Scheme 4 by
assuming the possible formation of polyiodides'> with an
excess of iodine, which could be a more effective nucleophile
than iodides.

Another important aspect of the reaction in acetonitrile, in
contrast to that run in DCM, was the absence of the side
product resonating at ca. dp = 45 ppm. This could be of
synthetic importance and possibly might provide additional
mechanistic insight into the investigated reaction. Since the
most likely scenario for the formation of side products in this
reaction was a subsequent oxidation of the initially formed
PyBP 2 by iodine, first we doubled the amount of iodine and
pyridine (6 and 20 equiv, respectively) in the reaction in

https://dx.doi.org/10.1021/acs.joc.9b03506
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Figure 1. Reaction of boranephosphonate 1 with pyridine (20 equiv) in acetonitrile mediated by iodine (6 equiv) in the presence of the added
postulated intermediate, pyridiniumboranephosphonate 2 (1 equiv). (a) !'B NMR spectrum of 1 + 2 before addition of iodine; (b) 3'P NMR
spectrum of the same reaction mixture as in a; (c) P NMR spectrum of the reaction mixture as in b but a few minutes after adding iodine.

Scheme 4. Putative Mechanism for the Conversion of PyBP 2 during the Reaction of BP 1 with Pyridine and Iodine in

Acetonitrile
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DCM. Unfortunately, this did not result in an increase in side
product formation. However, repeated addition of new
portions of iodine and pyridine to the reaction mixture
(three times 3 and 10 equiv, respectively) each time generated
more byproduct resonating at ca. 5, = 45 ppm (increase of ca.
20% upon each addition).'® A similar phenomenon was also
observed when isolated PyBP 2 was subjected to the
incremental addition of iodine and pyridine in DCM. We
speculated that a plausible explanation for why the reaction
demanded repeated addition of several portions of fresh iodine
and pyridine could be that oxidation of PyBP 2 apparently
required more reactive oxidizing species than that involved in
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the oxidation of BP 1. Such species could be a short lived and
transiently generated upon mixing of iodine with pyridine
(more on iodine—pyridine complexes, see later in the text). At
this point we opted for two possible structures for this side
product, namely, iodopyridiniumboranephosphonate 7 (com-
pound with a betaine structure) and dipyridiniumborane-
phosphonate 8 (a cationic species), shown in Scheme 5.
Propitiously enough, we succeeded in isolation from the
reaction mixture of the side product resonating at , = 45.0
ppm and found that it contained two pyridine moieties ("H
NMR). This and other spectral analysis data (**C, *'P, and ''B
NMR, and HRMS) allowed us to determine the structure of

https://dx.doi.org/10.1021/acs.joc.9b03506
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Scheme S. Possible Outcome of Oxidation of PyBP 2 with
the Iodine—Pyridine Reagent System
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this side product as a derivative of dipyridiniumboranephosph-
onate 8.

Since formation of the side product 8 was not observed
when the investigated reaction was run in acetonitrile, it
seemed that further oxidation of PyBP 2 by iodine did not
occur in this solvent. This paralleled our previous observation
that oxidation of BP 1 in acetonitrile was slower than that in
dichloromethane and usually required more iodine."’

Preactivation of Boranephosphonate 1 with lodine in
Dichloromethane vs Acetonitrile. The widely differing
reactivity of BP 1 in dichloromethane compared to acetonitrile
(Scheme 2) prompted us to investigate what were the initial
products of the activation of boranephosphonate diesters with
iodine in these solvents. To this end, we reacted BP 1 with 3
equiv of iodine separately in DCM and in ACN and followed
the progress of these reactions by *'P and ''B NMR
spectroscopy. We found that in DCM the major reaction
product (>70%) resonated at ca. §p = 69 ppm and 5 = —39
ppm and in ACN at &p = 75 ppm and &g = —25 ppm (also the
major product, >70%). Upon mixing these two reaction
mixtures only one signal in the *'P NMR (at ca. 7S ppm) and
one in the ""B NMR (at ca. —25 ppm) spectra were observed.
This might have indicated that the same product was formed in
both reactions, and the observed differences in chemical shifts
values were due to differences in the solvents’ polarity.
However, additional experiments testified to something to the
contrary. When to the reaction mixture in ACN dichloro-
methane was added (1:1, v/v), this did not affect the chemical
shift values of the signals in *'P (ca. 75 ppm) and "B NMR
(—25 ppm) spectra. However, addition of acetonitrile to the
reaction mixture in DCM (1:1, v/v) resulted in an immediate
change in the positions of the NMR signals from &, = 69 and
0g = —39 ppm to those observed in the reaction mixture in
ACN (8p = 75 and 63 = —25 ppm). By adding only limited
amounts of acetonitrile to the reaction mixture in DCM, two
resonances in the *P NMR (at ca. 67 and 75 ppm) and 'B
NMR spectra (at ca. —39 and —25 ppm) could be observed.
These experiments strongly suggested the following: (i) in the
preactivation reaction of BP 1 with iodine in DCM and in the
reaction in ACN different products were formed, and (ii) the

product formed in DCM was apparently converted to that
formed in acetonitrile upon addition of the later solvent.

Although none of these preactivation products could be
isolated, the MS spectra of the crude reaction mixtures and the
observed reactivity of the intermediates formed, pointing to
iodoboranephosphonate 9 (preactivation in DCM, &p = 69 and
Oy —39 ppm) and to a new type of complex of
acetonitrile—A*-boranephosphonate 10 (preactivation in
ACN, 6p = 75 ppm and 8z = —25 ppm) as the most likely
structures (Scheme 6). Mechanistic aspects of how these
intermediates could be formed will be discussed later in this
work.

As a next step we studied the reactivity of the generated
intermediates 9 and 10 toward pyridine. We found that
addition of pyridine (10 equiv) to the reaction mixture
containing the putative iodoborane intermediate 9 in DCM
afforded immediately the expected product, pyridiniumbor-
anephosphonate 2, presumably via a nucleophilic substitution
at the boron center (Scheme 6). This might have supported
the view that 9 could be an intermediate involved in the
reaction of boranephosphonate diesters with pyridine
promoted by iodine. However, the analogous reactions with
the added 2,6-lutidine or triethylamine did not produce the
anticipated products,'” i.e., the corresponding 2,6-lutidinium-
borane- or triethylammoniumboranephosphonate, although
these were formed in the reactions without the preactivation
step (compounds 12b and 121, vide infra). On this basis and
assuming that the same mechanism operated for all of the
investigated amines, we could dismiss iodoboranephosphonate
9 as a common reaction intermediate and considered instead a
path via a four-center transition state addition or a mechanism
involving the intermediacy of an electron-deficient A°-
boranephosphonate species (vide infra and Scheme 1) for
the formation of products 2 and 12a-L

The reactivity of intermediate 10 generated in acetonitrile
turned out to be somewhat unexpected since the addition of
pyridine (10 equiv) resulted in the immediate formation of
pyrophosphate 3 (Scheme 6). This reaction, in contra-
distinction to that in Scheme 3, was fast, proceeded without
pyridiniumboranephosphonate 2 as an intermediate, and thus
could be an alternative reaction pathway leading to
pyrophosphate 3. A possible explanation for the observed
reactivity of 10 could be that a betaine-type of structure of this
complex should make the B—N bond stronger and effectively
prevent a nucleophilic substitution of the acetonitrile moiety
by pyridine at the boron center (path a in Scheme 7). On the
other hand, the presence of a positive charge on the nitrile
nitrogen in 10 might invite a nucleophilic attack of pyridine on
the nitrile carbon (path b in Scheme 7), possibly generating an
aminoborane intermediate 10’. This step, which can be
considered analogous to that in the Pinner'® or the Ritter'”

Scheme 6. Products of the Preactivation of BP 1 with Iodine in DCM and in ACN and Their Subsequent Reactions with the

Added Pyridine
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Scheme 7. Possible Mechanism for the Reaction of Acetonitrile—A3-Boranephosphonate Complex 10 with Pyridine in the

Presence of Iodine
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Scheme 8. Preactivation of BP 1 with Iodine in Monoglyme (DME), Dioxane, Toluene, and THF
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reaction, should lead to labilization of the P—B bond and
dissociation of the aminoborane intermediate 10’ into
phosphonate anion § and the borane part and then, in the
presence of iodine, to subsequent P-oxidation reactions, as
discussed above for the transformation shown in Scheme 4.

In line with the mechanism suggested in Scheme 7, the
added 2,6-lutidine (10 equiv) or triethylamine (10 equiv)
reacted similarly as pyridine with acetonitrile—borane complex
10”° to afford pyrophosphate 3 (see also later in the text).

Reactivity of Boranephosphonate 1 in Other Solvents.
The high sensitivity of boranephosphonate diesters to the
nature of the solvent used for the reaction prompted us to
investigate the activation process of BP 1 and its reaction with
amines mediated by iodine in different organic solvents,
namely, monoglyme (1,2-dimethoxyetane, DME), dioxane,
tetrahydrofuran (THF), N,N-dimethylformamide (DMF), and
toluene. The reactions of 1 with iodine alone (3 equiv; the
preactivation process) in monoglyme, dioxane, and toluene
occurred similarly but less efficiently than that in DCM,
producing iodoboranephosphonate 9 (Schemes 6 and 8) as a
minor product (e.g,, in DME, 50% of unreacted 1, 25% of 9,
and 25% of diethyl phosphoroiodidate). In DMF the reaction
of BP 1 with iodine afforded immediately only deboronated
products without any detectable by the *'P NMR spectroscopy
intermediates.

We observed that the produced iodoboranephosphonate 9
was much less stable in monoglyme or dioxane than in DCM
(>24 h) and decomposed (deboronation and oxidation) to
phosphate derivatives within 1 h.

The preactivation of BP 1 with iodine in THF did not afford
iodoboranephosphonate 9 but a new compound resonating in
the *'P NMR spectrum at 78.2 ppm and in the ''B NMR at
—7.3 ppm. This later chemical shift value indicated the
presence of a boron—oxygen bond, and thus, we tentatively
identified this compound as a THF—A%-boranephosphonate
complex 11 (Scheme 8), analogously to that containing the
acetonitrile instead of the THF moiety (compound 10 in
Scheme 6). This assignment was substantiated by the
experiment in which iodoboranephosphonate 9, generated in
DCM (8p = 69.4 ppm and 83 = —38.7 ppm), was converted
into the putative THF—A13-boranephosphonate complex 11 (&,
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=78.2 and 83 = —7.3 ppm) upon addition of THF (20 equiv).
In light of these it seems that THF, in contradistinction to
monoglyme or dioxane, is a strongly participating solvent,
resembling in this respect ACN. One should note, however,
that the bonding pattern in THF—A>-boranephosphonate 11 is
quite different from that in the acetonitrile complex 10. This
probably made complex 11 susceptible to a nucleophilic
substitution by pyridine at the boron center”' to form
pyridiniumboranephosphonate 2 (Scheme 8), in contra-
distinction to the acetonitrile complex 10, where this reaction
pathway was disfavored (Scheme 6).

In all of the investigated solvents the reaction of BP 1 with
pyridine (10 equiv) and iodine (3 equiv) without the
preactivation proceeded similarly as in DCM and afforded
the expected product Py-BP 2 together with small amounts of
dipyridiniumboranephosphonate 8 (10—20%) as a side
product.

Substrate Scope of the Investigated Reaction. To
explore the substrate scope of the investigated reaction we
appended the series of N-nucleophiles used by Caruthers et al.*
by additional heteroaromatic and 3° amines a-l with diverse
structural features (aromatic amines, pyridine derivatives,
bicyclic amidines, aliphatic acyclic, cyclic and bicyclic amines,
etc.; Scheme 9).

For comparison with the reactivity of pyridine, we reacted
amines a-1 with BP 1 in DCM, ACN, and THF in the presence
of iodine and also separately with the products of activation of
BP 1 with iodine, i.e., iodoboranephosphonate 9 (reactions in
DCM), acetonitrile—A*-boranephosphonate 10 (reactions in
ACN), and tetrahydrofuran—A*-boranephosphonate 11 (re-
actions in THF). Analysis of the data from Table S1 (see the
Supporting Information) revealed some general trends
regarding the reactivity of the tested amines. In dichloro-
methane, amines a-l reacted promptly with BP 1 but less
cleanly than pyridine to afford the corresponding B-modified
boranephosphonate derivatives 12 (*'P NMR experiments, p
= 58—65 ppm, broad signals) and some deboronated products
(ca. 5—20%). In all instances, the presence of additional boron-
containing products (up to 20%), resonating at ca. 40 ppm in
the >'P NMR spectra, could be detected.”* A similar reactivity
was observed for the reactions in ACN and THF (participating
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Scheme 9. Substrate Scope of the Reaction of Diethyl
Boranephosphonate 1 with Tertiary Amines
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solvents), and the yields of the P—_B—N products of type 12
were usually noticeably higher in THF than those in ACN or
DCM. For certain amines, however, e.g.,, b and d in ACN and a
and b in THF, only the deboronated products were formed.
For the reaction of amines a-1 (10 equiv) with the generated
iodoboranephosphonate intermediate 9 (reactions in DCM),
formation of 12 with variable proportions of tetraethyl
pyrophosphate 3 (20—60%) were observed. Certain sterically
hindered amines (e.g,, b, e, i, j, and k) apparently could not
substitute for the iodide at the boron center in 9 and produced
only the deboronated products (phosphate derivatives). This
may have a mechanistic bearing concerning a possible
intermediate involved in the investigated reaction.

In the instance of acetonitrile—A’-boranephosphonate
complex 10, no formation of the P=B—N derivatives of type
12 was observed for all of the tested amines, analogously to the
reaction with pyridine (Scheme 7). In sharp contrast to the
reactivity of 10, tetrahydrofuran—A3-boranephosphonate com-
plex 11 reacted smoothly with amines c-1 giving the P=B—N
derivatives 12 usually in higher yields than in the reaction of
BP 1 in DCM. This was most apparent for amidine bases d and
e. Sterically hindered amines of low basicity, e.g, N,N-
dimethylaniline (a) and 2,6-lutidine (b), were not able to
substitute the THF moiety in complex 11, but instead, they
probably facilitated further oxidation of the borane group,
eventually producing deboronated products (phosphate
derivatives).

The broad substrate scope of this reaction is consistent with
studies by Caruthers et al.’ but with a notable exception of 2,6-
lutidine and triethylamine for which no formation of

complexes of type 12 was reported due to the claimed
extensive steric hindrance. On the contrary, we found that in
DCM compounds 12b (2,6-lutidine derivative) and 12k
(triethylamine derivative) could be formed and their structures
were confirmed by spectroscopic methods ('H, “*C, *'P, and
"B NMR, and HRMS) after silica gel chromatographic
isolation. This highlighted the importance of the solvent
used and might point to the intermediacy of an electron-
deficient borane species in this reaction (see Scheme 1). In
agreement, in the reaction of boranephosphonate diesters with
sterically hindered amines, 8participating solvents (e.g., dioxane
in the Caruthers’ studies,” and acetonitrile or THF in the
present work) may efficiently prevent capturing of the borane
intermediate by the amines, in contrast to nonparticipating
solvents (e.g., dichloromethane), where the transient A*-borane
intermediate can be intercepted even by sterically hindered
amines to form B-modified boranephosphonate dieters of type
12.

Mechanistic Aspects of the Reaction of Borane-
phosphonate Diesters with Amines Promoted by
lodine. Issue of the Oxidizing Species: lodine—Amine
Complexes. Although iodine is implicated as an oxidant in
the investigated reaction, the chemical nature of the oxidizing
entity involved is far from clear. The problem can be
particularly difficult to resolve for oxidative transformations
involving amines””* since these are known to form with iodine
various type of complexes, connected via complex equilibria
systems,” that ultimately undergo time- and concentration-
dependent decomposition processes.”**** The interaction of
amines with halogens has been the subject of numerous
investigations for almost a century,m”23c’25 and in recent years,
these studies have received new stimuli due to revival of the
concept of N—X—N halogen bonding™® as a new molecular
motif in rational drug design and in material sciences.”” For a
pyridine/iodine mixture, a typical equilibria system that is
established in organic solvents is shown in Scheme 10.7***

An increase in the jodine concentration is shifting the
equilibrium in Scheme 10 toward N-iodopyridinium cationic
species Pyl’, while an increase in base concentration
(pyridine) favors formation of a charge transfer complex Pyl,
(K, ca. 100—200 M™') and another cationic species, N-
iododipyridinium PyIPy*.”***” In nonpolar solvents, the charge
transfer complexes of type Pyl, are relatively stable, but in
polar systems, they tend to dissociate to form ionic species
Pyl* and PyIPy" that undergo slow decomposition.”**
According to Schuster’s and Roberts’ 'H and “C NMR
studies,” in nonpolar solvents iodine and pyridine are in fast
equilibrium with Pyl,, while the equilibrium between Py, and
PyIPy" is slow on the NMR time scale. In line with these, our
"H NMR experiments on the 2:1 mixture of pyridine and
iodine in DCM revealed only one set of signals from the
pyridine moiety, indicating a rapid equilibrium of iodine and
pyridine with the charge transfer complex Pyl,. For the ACN
solutions, an additional set of signals, attributed to the
formation of cationic species PyIPy" (ca. 15%), was observed

Scheme 10. Putative (simplified) Equilibria System for Iodine and Pyridine in Organic Solvents
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Scheme 11. Some Possible Reaction Pathways for the Formation of Pyridiniumboranephosphonate 2
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in the '"H NMR spectra (data not shown). We could also
confirm that solutions of iodine with pyridine were not
completely stable (even in DCM), judging from the inferior
results of the formation of pyridiniumboranephosphonates 2,
when pyridine and iodine were mixed 15—60 min prior to the
reaction with BP 1.*" Due to the complexity of the system and
its sensitivity to various factors (e.g., kind of the solvent used,
concentration and ratio of the reactants, instability in time), no
attempt was made to identify which of the species, elemental
iodine, charge transfer complex Pyl,, Pyl®, or PyIPy", was the
reactive entity accepting a hydride ion from the borane group
during synthesis of 2. However, selected experiments shed
some light on this problem. Since there was no discernible
difference in the rate of oxidation of boranephosphonate 1 in
DCM with iodine alone (the preactivation process) and with
iodine in the presence of pyridine (the reaction to produce 2,
vide supra), we assumed for the purpose of our studies that the
reactivity of elemental iodine was probably similar to that of
the other complexes formed by iodine with pyridine (Scheme
10). For this reason, in our mechanistic discussion we found it
was justified to invoke participation of elemental iodine or its
complexes with pyridine as possible oxidants.

Reaction Pathways for Oxidative Transformation of
Boranephosphonate 1 into Pyridiniumboranephosph-
onate Derivative 2. All of the experiments discussed above
cumulatively pointed to three possible reaction pathways for
the conversion of BP 1 into pyridiniumboranephosphonates of
type 2 that are summarized in an abbreviated form in Scheme
11.

At the present stage of this study path a in Scheme 11 seems
most likely because all of the synthetic results discussed above
can be simply accounted for by assuming the intermediacy of
A3-boranephosphonate A with a vacant p orbital on the boron
atom. In line with this, in nonparticipating solvents such as
DCM formation compounds of type 12 with the P—B—N
functionality bearing even highly sterically hindered amines
were observed. While being generated in the preactivation
process in DCM iodoboranephosphonate 9 also reacted
smoothly with pyridine and other 3° amines (Table 1S), it
failed to provide the corresponding P—=B—N derivatives in the
reaction with certain sterically hindered amines, e.g, 2,6-
lutidine (b), DBU (e), N-methylmorpholine (i), trimetylamine
(j), and triethylamine (k) (Table 1S). By this token, path b,
which assumed iodoboranephosphonate 9 as an alternative
common intermediate in this reaction, must be rejected. Thus,
in light of our previous studies,'” path a may constitute a
uniform mechanism for the iodine-mediated reactions of
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boranephosphonate diesters with amines regardless of the type
of final products formed, ie. the corresponding phosphor-
amidates (for 1° and 2° amines)'’ or B-modified borane-
phosphonate derivatives (for 3° and heteroaromatic amines,
this study).

Another possible way for the formation of pyridiniumbor-
anephosphonate 2 can be path ¢, which involves a 4-center
transition state C (Scheme 11) in which oxidation of the
borane hydride and coordination of the pyridine moiety occurs
simultaneously. Such a mechanism was previously proposed by
Caruthers et al.” to explain a different course of the mediated
by iodine reaction of boranephosphonate diesters with
pyridine vs 1° or 2° amines. This seems reasonable in light
of the oxidizing species present in the reaction mixture, but on
the geometrical ground, a transition state of type C would call
for a square pyramidal arrangement of the substituents around
the boron center and require a frontside attack of the amine
moiety. While probably possible for pyridine, this scenario can
be somewhat problematic for sterically hindered bases. Thus,
we suggest that if Pyl" would be involved as a reactive
oxidizing species, the B—H bond breaking (oxidation of the
borane hydride) might run significantly ahead of the B—N
bond formation and the transition state could adopt all of the
characteristics of 13-boranephosphonate A intermediate with
the pyridine molecule nearby the boron center available for
coordination. We refer to such a mechanism as occurring via
A3-boranephosphonate A intermediate in a solvent cage. A
similar scenario can be envisaged for iodine or its charge
transfer complex with pyridine (Pyl,) acting as an oxidizing
species (path a), where the incipient A*-boranephosphonate A
intermediate could be intercepted by pyridine present in the
solvent cage. Assuming the above mechanism, it can be
expected that in participating solvents (ACN and THF, see
Table 1S) competitive capture of intermediate A by the solvent
molecules may occur. This would lead to formation of
acetonitrile—A*-boranephosphonate complex 10 (reactions in
ACN) or tetrahydrofuran—A*-boranephosphonate complex 11
(reactions in THF). Since compound 10 cannot be converted
into P-B—N products (see Scheme 6 and Table 1S), lower
yields of the desired products 12 would be expected for the
reaction in acetonitrile. This is indeed apparent from the data
in Table 1S. In addition, for certain amines, e.g., 2,6-lutidine
(b) and DBN (d), only deboronated products were formed in
ACN, probably due to complete capture of A by the solvent
molecules. This interpretation is congruous with the data for
the reactions in THF (Table 1S). In this instance, interception
of the putative intermediate A by the solvent molecules to
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J. Org. Chem. 2020, 85, 4312—4323


http://pubs.acs.org/doi/suppl/10.1021/acs.joc.9b03506/suppl_file/jo9b03506_si_001.pdf
http://pubs.acs.org/doi/suppl/10.1021/acs.joc.9b03506/suppl_file/jo9b03506_si_001.pdf
http://pubs.acs.org/doi/suppl/10.1021/acs.joc.9b03506/suppl_file/jo9b03506_si_001.pdf
http://pubs.acs.org/doi/suppl/10.1021/acs.joc.9b03506/suppl_file/jo9b03506_si_001.pdf
http://pubs.acs.org/doi/suppl/10.1021/acs.joc.9b03506/suppl_file/jo9b03506_si_001.pdf
http://pubs.acs.org/doi/suppl/10.1021/acs.joc.9b03506/suppl_file/jo9b03506_si_001.pdf
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acs.joc.9b03506?fig=sch11&ref=pdf
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acs.joc.9b03506?fig=sch11&ref=pdf
pubs.acs.org/joc?ref=pdf
https://dx.doi.org/10.1021/acs.joc.9b03506?ref=pdf

The Journal of Organic Chemistry

pubs.acs.org/joc

form tetrahydrofuran—A%-boranephosphonate complex 11
should not have a detrimental effect on the efliciency of the
P—B—N compounds formations, because unlike the complex
with acetonitrile 10, complex 11 would return the desired
products 12 upon reaction with amines. Indeed, for the most
part, the yields of products 12 in the reactions in THF were
higher than those in acetonitrile and comparable with those in
DCM. The exceptions here were N,N-dimethylaniline (a) and
2,6-lutidine (b), which, as mentioned before, could not
substitute the tetrahydrofuran moiety in 11 but instead,
promoted its degradation to deboronated products. Consider-
ing this reactivity and the assumption that during the course of
the reaction of BP 1 with amines intermediate A can be
captured by the solvent molecules to form 11, formation of P—
B—N products for amines a and b was not observed in THF.

Finally, a possible mechanism for formation of the
preactivation products from BP 1 with iodine in DCM
(compound 9), ACN (compound 10), and THF (compound
11) deserves comment. Iodoboranephosphonate 9 can be
formed, in principle, via (i) the initial generation of
intermediate A, followed by coordination of iodide present
in the reaction mixture, (ii) in a one-step reaction via a 4-
center transition state B, analogous to C, or (iii) coordination
of the iodide anion by the incipient 1*-boranephosphonate A
in a solvent cage, as suggested above for the reactions with
amines. Since the reactivity of iodine alone and iodine in the
presence of amines toward boranephosphonate diesters seems
to be comparable, at this stage of our investigations we tend to
favor the last option. As for the formation of acetonitrile—A>-
boranephosphonate 10 and tetrahydrofuran—A°-borane-
phosphonate 11, direct coordination of the solvent molecules
(acetonitrile and tetrahydrofuran, respectively) by A*-borane-
phosphonate A most likely prevailed due to a significantly
higher concentration of the solvent molecules compared to
iodide, but some participation of 9 cannot be completely
excluded.

In summary, it should be remembered that reactions of
boranephosphonate diesters with amines mediated by iodine
are also very sensitive to the ratio of the reagents used, as
shown above for the model amine pyridine. This can have a
quantitative and qualitative impact on the outcome of these
reactions.

B CONCLUSIONS

We found that the reaction of diethyl boranephosphonate 1
with pyridine promoted by iodine in dichloromethane afforded
the corresponding pyridiniumboranephosphonate 2 and ca.
20% of dipyridiniumboranephosphonate derivative 8. In an
analogous reaction in acetonitrile, complete deboronation
occurred, with tetraethyl pyrophosphate 3 as a final product. It
seems that formation of different products in dichloromethane
vs acetonitrile was most likely due to the instability of the
formed pyridiumboranephosphonate derivative under the
reaction conditions or an alternative reaction pathway
(formation of acetonitrile adduct 10) in the latter solvent. A
similar course of the reaction was observed for other pyridine
derivatives and 3° amines investigated. Preactivation of BP 1
with iodine in dichloromethane vs acetonitrile without amine
also produced distinct intermediates, namely, the correspond-
ing iodoboranephosphonate 9 (in DCM) and the hitherto
unknown complex of A*-boranephosphonate with acetonitrile
10 (in ACN). Upon addition of pyridine these afforded the
desired diethyl pyridiniumboranephosphonate 2 and tetraethyl

4320

pyrophosphate 3, respectively. We also found that THF in this
reaction acted as a strongly participating solvent, forming BP—
THEF complex 11 that, in contradistinction to the analogous
complex with acetonitrile 10, reacted with the added pyridine
yielding PyBP 2.

On the basis of *'P and "B NMR spectroscopy we
formulated a general mechanism for the reaction of
boranephosphonate diesters with 1°, 2°, 3° and heteroar-
omatic amines mediated by iodine. It features, as key
mechanistic steps, generation of an electron-deficient inter-
mediate A*-boranephosphonate A (Scheme 11) followed by its
coordination by the amine present to form compounds with a
P—B—N structural motif. Given the overall complexity of this
reaction, two distinct mechanisms can also be envisaged: one
via a 4-center transition state of type C for less sterically
hindered amines (e.g., 1° and 2° amines, pyridine) and the
other via a A>-boranephosphonate intermediate A for sterically
hindered amines (e.g., 2,6-lutidine).

B EXPERIMENTAL SECTION

All reagents were of analytical grade, obtained from commercial
suppliers, and used without further purification. Diethyl borane-
phosphonate 1 was prepared as previously described.'® Anhydrous
solvents used for the reactions were stored over molecular sieves, 4 A.
TLC analyses were carried out on Merck silica gel 60 F 254 precoated
plates using a CH,CL,—MeOH 9:1 (v/v) solvent system. All
evaporations were carried out on rotatory evaporators under reduced
pressure at 40 °C.

The NMR spectra were recorded using a Bruker Avance II 400
MH?z instrument. The chemical shifts are reported in ppm relative to
solvent peaks ('H, *C NMR), 2% H,PO, solution in D,0 (*'P
NMR), and BF; diethyl etherate ("'B NMR). Assignment of the
NMR signals was accomplished on the basis of the expected chemical
shift values, splitting pattern of the signals, and 2D correlation
experiments. High-resolution mass spectra (HRMS) were recorded
on a Thermo Fisher Scientific Q-Exactive Orbitrap mass spectrom-
eter. Identification of intermediates observed in the *'P and ''B NMR
spectra of the reaction mixtures was done on the basis of the expected
chemical shifts, coupling constants, shapes of the multiples, and
spiking of the reaction samples with compounds of known structures.

The purity of the isolated compounds was >97% ('H NMR
spectroscopy) unless stated otherwise.

General Protocol for 3'P and ''B NMR Experiments. To a
solution of diethyl boranephosphonate 1 (0.5 mmol) and pyridine (S
mmol, 10 equiv) in CH,Cl, (3 mL), iodine (1.5 mmol, 3 equiv) was
added, and the reaction mixture was kept at room temperature with
continuous stirring. Progress of the reaction was checked by *'P and
"B NMR spectroscopy by taking samples in time intervals and
recording the spectra. Analogous reactions were run also in other
solvents (e.g. acetonitrile, THF) and with other heteroaromatic and
3° amines (for details, see in the text). To detect possible
intermediates involved, 1 in a suitable solvent was reacted with
variable amounts of iodine in the absence of an amine (see the
preactivation experiments). The reactivity of the intermediates formed
was studied by adding to the reaction mixture suitable reactants as
indicated in the text.

To prove the chemical identity of the formed compounds, selected
reactions were run on a preparative scale, and the products were
isolated by silica gel chromatography. The isolated compounds were
characterized by spectroscopic methods and, if so desired, subjected
to additional reactions as specified in the text.

Preactivation of Diethyl Boranephosphonate 1 with lodine
in Dichloromethane. Diethyl boranephosphonate 1 (TEAH" salt,
127 mg, 0.5 mmol) was dissolved in CH,Cl, (10 mL), and the added
solvent (3 X 10 mL of CH,Cl,) was evaporated repeatedly (3X). The
residue was dissolved in CH,Cl, (3 mL), and iodine (380 mg, 1.5
mmol, 3 equiv) was added. The progress of the reaction was checked
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by *'P and ''B NMR spectroscopy by taking samples in time intervals
and recording the spectra. After ca. 10 min upon mixing the reagents,
the major signal (>70%) at ca. 69 ppm in the *'P NMR or at ca. —39
ppm in "B NMR spectrum appeared. This was tentatively identified
as iodoboranephosphonate 9 on the basis of its reactivity toward
pyridine and acetonitrile and by MS spectra of the crude reaction
mixture. For more details, see also Scheme 6 and the discussion in the
text.

Preactivation of Diethyl Boranephosphonate 1 with lodine
in Acetonitrile. Diethyl boranephosphonate 1 (TEAH" salt, 127 mg,
0.5 mmol) was dissolved in acetonitrile (10 mL), and the added
solvent (3 X 10 mL acetonitrile) was evaporated repeatedly (3X). The
residue was dissolved in acetonitrile (3 mL), and iodine (380 mg, 1.5
mmol, 3 equiv) was added. The progress of the reaction was checked
by *'P and ''B NMR spectroscopy by taking samples in time intervals
and recording the spectra. After ca. 15 min upon mixing the reagents,
the major signal (>75%) at ca. 75 ppm in the *'P NMR or at ca. =25
ppm in "B NMR spectrum appeared. This was tentatively identified
as A%-boranephosphonate-acetonitrile complex 10 on the basis of its
reactivity toward pyridine and by MS spectra of the crude reaction
mixture. For more details, see also Scheme 6 and the discussion in the
text.

Synthesis of Diethyl Pyridiniumboranephosphonate 2.
Diethyl boranephosphonate 1 (TEAH" salt, 254 mg, 1 mmol) was
placed in a 100 mL pear-shaped flask, and the added anhydrous
dichloromethane (2 X 20 mL) was evaporated. The residue was
dissolved in the same solvent (S mL), and then pyridine (10 mmol)
and elemental iodine (3 mmol) were added. The mixture was stirred,
and the progress of the reaction was monitored by *'P NMR
spectroscopy. After 10 min excess iodine was decomposed by the
addition of an aqueous ethanethiol (25%, 0.2 mL), the solvents were
evaporated under reduced pressure, and the product was purified by
silica gel column chromatography using a gradient of water in
acetonitrile (0—5%, v/v). Fractions containing the desired product
were collected and evaporated to yield pyridiniumboranephosphonate
2 as a colorless oil (167 mg). Yield 73%. HRMS m/z: [M + H']*
caled for CyH;sBNO;P, 230.1117; found, 230.1103. 'H NMR
(CDCl,, 400 MHz, §): 1.15 (t, 6H, ¥y = 7.1 Hz), 3.90 (q, 4H,
g = 7.0 Hz), 7.60 (t, 2H, *Jyy = 13.8 Hz), 8.03 (t, 1H), 8.61 (d,
2H, Jyy = 6.1 Hz). BC{'H} NMR (CDCl,;, 100.6 MHz, §): 16.6
(Clpc = 5.6 Hz), 58.6 (}Jpc = 6.6 Hz), 126.0 (}Jpc = 1.9 Hz), 140.8
(*Joc = 3.2 Hz), 148.0 (*Jpc = 6.8 Hz). *'P NMR (CDCl;, 162 MHz,
5): 60.16 (br m). !B NMR (CDCl,, 128.4 Hz, §): —13.27 (Ypp =
175.7 Hz, Jy = 105.6 Hz, dt).

Synthesis of Diethyl Dipyridiniumboranephosphonate 8.
Diethyl dipyridiniumboranephosphonate 8 was isolated as a side
product during the synthesis of pyridiniumboranephosphonate 2 (see
above). To this end, a reaction mixture from a separate run was
quenched by the addition of aqueous ethanethiol (25%, 0.2 mL),
evaporated to dryness, and dissolved in dichloromethane (100 mL).
The organic layer was extracted with water (3 X 75 mL), the aqueous
phase containing the product was evaporated to dryness, and the
residue was purified by reverse silica gel column chromatography
using acetone/water (a linear gradient 0—15%, v/v of water) as an
eluent. Fractions containing the desired product were collected and
evaporated to yield dipyridiniumboranephosphonate 8 as a colorless
oil (34 mg). Yield 12%. HRMS m/z, [M*] caled for C,,H,;BN,O,P",
307.1377; found, 307.1366."H NMR (CDCl,, 400 MHz): § 1.27 (t,
6H, [y = 7.0 Hz), 4.14 (m, 4H), 8.07 (t, 4H, g = 6.9 Hz), 8.57
(t, 4H, [y = 7.8 Hz), 8.97 (d, 2H, [,y = 5.8 Hz). BC{'H} NMR
(CDCl,, 100.6 MHz): 6 15.7 (3Jpc = 5.0 Hz), 62.1 (}Jpc = 7.5 Hz),
128.1, 145.9, 147.5 (3Jpc = 7.8 Hz). 3'P NMR (CDCl,, 162 MHz): §
44.28 (br m). ''B NMR (CDCl,, 128.4 MHz, §): —1.29 ({Jpg = 212.2
Hz, d).

Synthesis of Diethyl 2,6-Dimethylpyridiniumborane-
phosphonate 12b. Diethyl 2,6-dimethylpyridiniumboranephospho-
nate 12b was obtained analogously to diethyl pyridiniumborane-
phosphonate 2 but using 2,6-dimethylpyridine (10 mmol) as a
nucleophile instead of pyridine. The desired product was isolated as a
yellowish oil (164 mg). Yield 64%. HRMS m/z: [M + H*]* calcd for
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C,,H,,BNO,P, 258.1430; found, 258.1416. 'H NMR (CDCl,, 400
MHz, §): 1.28 (t, 6H, *Jyy = 7.0 Hz), 2.97 (s, 6H), 4.02 (m, 4H),
7.36 (d, 2H, 3Jyy = 7.8 Hz), 7.77 (m, 1H). *C{'H} NMR (CDCl,,
100.6 MHz, 6): 16.66 (*Jpc = 5.5 Hz), 25.4, 58.6 (¥Jpc = 6.9 Hz),
125.6, 139.8, 159.6. ¥ P NMR (CDCl,, 162 MHz, §): 62.93 (br m).
"B NMR (CDCl,, 128.4 MHz, §): —18.50 (‘Jp5 = 187.5 Hz, Jgy; =
175.7101.3 Hz, dt).

Synthesis of Diethyl Triethylammoniumboranephospho-
nate 12k. Diethyl triethylammoniumboranephosphonate 12k was
obtained analogously to diethyl pyridiniumboranephosphonate but
using as a nucleophile triethylamine (10 mmol) instead of pyridine.
The desired product was isolated as a yellowish oil (155 mg). Yield
62%. HRMS m/z: [M + H']* caled for C,oH,sBNO;P, 252.1899;
found, 252.1885. '"H NMR (CDCl;, 400 MHz, §): 1.16 (m, 15H),
2.99 (q, 6H, ¥,y = 7.3 Hz), 3.84 (4H)."*C{'H} NMR (CDCl,, 100.6
MHyz, 6): 8.2, 16.6 (*Joc = 5.7 Hz), 51.7 (}Jpc = 8.2 Hz), 582 (HJpc =
6.7 Hz). 3'P NMR (CDCl,, 162 MHz, §): 60.39 (br m). ''B NMR
(CDCl,, 128.4 MHz, 8): —16.36 ("Jp = 185.7 Hz, 'y = 95.9 Hz,
dt).
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1B NMR {'H} (CDCl3, 128.4 Hz)
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Reaction schemes concerning Table 1S.

The reaction of 1 with Py or amines a-l in different solvents.

0o 0o
-/ ; -1+
/\o_F.’_B\_H lo/amines /\O_F,’_B\—NRs
0 H B 0 H
1 12 a-l

2 g
n—- i 1+
| \

~ "0 H ~ "0 H
9 X=1,in DCM 12 a-l

10 X= ACN, in ACN
11 X=THF, in THF

S28



Table S1. 3'P NMR, 1B NMR data for the reaction of 1 or its derivatives 9, 10 and 11 with various
amines in dichloromethane (DCM), acetonitrile (ACN), and tetrahydrofuran (THF) to produce 2 or 12a-I.

solvent DCM ACN THF
63Pand'Binppm; &3P and'Bin ppm; 6 3P and B in ppm;
aYield [%) aYield [%) ayjeld [%]
N 8p=61.9, 65=-14.0 o 8p=61.9, 65=-13.7
v ()
— 79% 49% 0% 0% 93% 67%
7/
N 8p=59.9, 65 = -10.4 8p=59.9, 65 = -10.4 f
a
@ 57% 51% 64% 35% 0% 0%
. | NS 85=61.8, 65=-19.1 K K
Z 66% 0% 0% 0% 0% 0%
Ny 8p=63.5, 65 = -14.0 8p=64.0, 65 = -13.4 8p=62.7, 85 =-13.64
c |
@*0H 94% 45% 88% 0% 92% 56%
N/j 8p=67.2, 65=-18.7 f 5p=66.4, 65=-17.9
«
~N 37% 14% 0% 0% 28% 87%
C,tzj 8p=66.3, 65=-18.0 8p=65.4, 65=-17.3 8p=65.3, 65=-17.3
e
N 49% 0% 46% 0% 62% 81%
,!l 85=61.9, 65=-13.9 8p=62.2, 65=-13.2 8p=62.6, 65=-13.6
f
O 65% 36% 61% 0% 78% 68%
p 5p=61.6, 65 = -14.4 8p=63.7, 65=-12.9 5r=61.9, 65=-13.5
g
CN 75% 67% 23% 0% 93% 94%
55=59.8, 65=-13.6 8p=60.9, 65 =-13.0 8p=60.1, 65 =-13.0
h NN
7/ 74% 73% 36% 0% 80% 68%
,!l 8p=61.0, 65 = -14.5 8p=60.9, 65 =-13.5 8p=60.4, 65 =-14.2
i
on 76% 0% 46% 0% 76% 72%
_ N 5p=61.4, 65=-12.2 5p=61.3, 65=-11.4 85=61.0, 65=-11.6
j
I 81% 0% 56% 0% 95% 64%
/ 8p=61.1, 65=-16.9 8p=60.5, 65 = -16.4 8p=60.6, 65 =-17.3
k
) 56% 0% 20% 0% 45% 51%
N/ 8,=60.1, 55 =-12.9 8,=60.3, 85 =-12.3 8,=61.4,85=-12.7
| SN\ \
| 95% 15% 61% 0% 91% 87%

b reaction of 1+ Py or amine a-1 (10eq) + iodine (3eq) in selected solvent;
d

9 Yields (in %) of the compounds 2 or 12a-I calculated from the 31P spectra;
¢ reaction of the generated 9 with Py or amine a-I (10eq) in dichloromethane; ° reaction of the generated 10 with Py or amine a-I (10eq) in acetonitrile;

€ reaction of the generated 11 with Py or amine a-I (10eq) in tetrahydrofuran; f only deboronated products were formed under the reaction conditions.
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Figure S1
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Figure S2
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3P NMR spectrum of the reaction mixture in Scheme 4
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