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LNA i metody jego syntezy

LNA (Locked Nucleic Acids) nazwa ta obejmuje jeden z typdéw modyfikowanych kwasow
nukleinowych, w ktorych pentofuranozowy fragment cukrowy ma utrwalong konformacje
pierScienia (rys. 1). Wigzanie pomiedzy grupg 5”metylenows, potgczong z weglem C-4’
pierscienia D-rybofuranozowego, a tlenem grupy 2’-hydroksylowej wymusza konformacje
C3’-endo (typu N). Taka konformacja, jak wykazaty badania stabilno$ci oligonukleotydow,
wplywa na wyjatkowo wysoka podatnos$¢ do hybrydyzacji, tworzenia dupleksow i tripleksow,
z innymi czgsteczkami komplementarnych oligonukleotydéw. Dodatkowo oligonukleotydy
modyfikowane LNA wykazuja znaczna stabilno$¢ in vivo, sg nietoksyczne i fatwo moga by¢
wprowadzone do komoérek metoda transfekcji. Pomimo wielu znanych juz analogow LNA

(rys.2), macierzyste (p-D-LNA) wykazuje jak na razie najlepsze wlasciwosci hybrydyzacyjne.
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Rys. 1. Analogia konformacji pierscienia D-rybofuranozowego i LNA
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NB - nukleozasada

A — LNA (B-D-LNA); B - a-D-LNA; C - a-D-ksylo-LNA; D — fosforotiolowe LNA; E — 2’-Tio-LNA;
F — metylofosfoniowe LNA; G - a-L-LNA; H - a-L-ksylo-LNA.

Rys. 2 Typy LNA

Podobnie jak w przypadku innych nukleozydow i w tym wypadku metody syntezy mozna
podzieli¢ na dwie gtdéwne grupy: metode liniowa i metod¢ zbiezng.

Metoda liniowa polega na rekonstrukcji pierscienia cukrowego w juz istniejacym
nukleozydzie (Schemat 1). Wymaga ona zachowania w trakcie przemian S$rodowiska
uniemozliwiajacego hydroliz¢ wigzania glikozydowego, ograniczona jest ona dostepnos$cia
nukleozydu wyjsciowego, najczgsciej syntezy prowadzone sg na nukleozydach naturalnych.
N-Benzylo- 4’-C-hydroksymetyloadenozyn¢ przeprowadzono w pochodng izopropylidenowa
w reakcji z acetonem, a nastepnie poddano tosylowaniu w warunkach standardowych (chlorek
tosylu, pirydyna). Pochodng tosylowa otrzymano z wyd. 37%. Jako produkt uboczny powstaje
pochdona 5’-O-tosylowa z wyd 13%. Nastepnie rozszczepiono zabezpieczenie dioksolanowe
kwasem trifluorooctowym w temp. pokojowej. W celu zapobiezenia tworzenia si¢

2

niepozadanych produktow ubocznych, grupy hydroksylowe 3’ 1 5’ zabezpieczono 1,3-

dichloro-1,1,3,3,-tetraizopropylidenodisiloksanem. Pod wplywem silnej zasady wodorku
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sodu, nastgpuje bezposrednie zamknigcie pier§cienia. Powstaty [2.2.1]bicykliczny nukleozyd
odbezpieczono za pomocg fluorku trietyloamoniowego. Catkowita wydajno$¢ procesu to 21%

(A. A. Koshkin, V. K. Rajwanshi, J. Wengel, Tetrahedron Letters 39 (1998) 4381- 4384).
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Schemat. Liniowa synteza analogu 6-benzyloadenozyny

Znacznie wigksze mozliwosci daje metoda zbiezna, gdzie modyfikacje pierscienia cukrowego
przeprowadza si¢ przed przylaczeniem zasady. Mozliwe jest zatem wprowadzenie dowolnej
modyfikowanej zasady azotowej, co znacznie rozszerza mozliwosci aplikacyjne tej metody.
Ponizej przedstawiono klasyczna metod¢ syntezy LNA (Schemat 2a i 2b). WyjSciowy
monosacharyd D-alloze poddaje si¢ reakcji z acetonem w typowych warunkach, bezwodny
aceton, katalizator kwasowy. Powstaje 1,2;5,6-di-O-izopropylideno D-allofuranooza, w
ktorej grupe 3-hydroksylowa zabezpiecza si¢ w postaci eteru benzylowego. W kontrolowane;j
kinetycznie reakcji, rozszczepia si¢ ugrupowanie acetalowe 5,6, i utlenia utworzony
wicynalny diol kwasem nadjodowym. Kondensacja z formaldehydem daje zmodyfikowany
pierScien cukrowy z dodatkowag grupa hydroksymetylowg przy weglu C-4 D-rybozy, jak
wida¢ zanika jedno centrum stereogeniczne na weglu C-4. W nastepnym etapie zabezpiecza

si¢ grupy hydroksylowe w postaci estrow mesylowych i rozszczepia zabezpieczenie 1,2-O-
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izopropylidenowe. Wolne grupy hydroksylowe przeprowadza si¢ w pochodne octanowe. Taka
forma cukru jest dogodna do syntezy nukleozydu. Obecnos¢ grupy 2-octanowej zapewni
wysoka enancjoelektywno$¢ (B-anomer) kondensacji z nukleozasada. Kondensacje

przeprowadza si¢ metodg sililowa.
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Schemat 2a. Synteza 5’-hydroksymetylo-D-rybozylonukleozydu, pierwszy etap w syntezie
LNA (B-D-LNA)
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Schemat 2b. Synteza LNA ( B-D-LNA) i pochodnych do syntezy oligonukletydu

W  kolejnym etapie nastepuje utrwalenie konformacji pierScienia rybofuranozowego,
utworzenie LNA. W tym celu nukleozyd traktowany jest roztworem zasady, uwolniona grupa
hydroksylowa 2’0OH jest w potozeniu dogodnym do ataku na grupe¢ mesylanowa 57, co
prowadzi do zamknigcia drugiego piersScienia. Otrzymany zabezpieczony LNA poddaje si¢
dwu etapowej deprotekcji w celu uwolnienia grupy 3’OH i1 5°0OH. Dwa nastgpne etapy to
przygotowanie nukleozydu do syntezy oligonukleotydu w automatycznym syntezatorze
gendéw. W tym celu grupe 5’-hydroksylowa przeprowadza si¢ w eter w reakcji z chlorkiem

4,4’-dimetoksytritylu a w nastepnym etapie poddaje fosfitylacji.

Ze wzgledu na wieloetapowo$¢ powyzszej metody, prowadzone sa jej modyfikacje
zmierzajace do zmniejszenia liczby etapdw a tym samym podniesienia wydajnos$ci catkowite;.

Jedna z takich modyfikacji przedstawia schemat 3.
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A. A. Koshkin, J. Fensholdt, H. M. Pfundheller, Ch. Lomholt J. Org. Chem. 2001, 66, 8504.

Schemat 3. Wariant syntezy LNA



