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Ved at udnytte at reaktionen mellem formaldehyd og d-Biofin

(et vitamin, og et naturligt forekommende N,N’-dialkylurinstof) er
reversibel, kan oligomeriseringsreaktionen guides ved at tilscette
en femplat. | dette bidrag forklarer jeg, hvordan dette er blevet
udnyfttet til at syntetisere makrocykler, der vekselvirker stoerkt og
selektivt til anioner, som var blevet brugt som templat i syntesen af
makrocyklen, biotin[6é]uril.

Af Michael Pittelkow.
Kemisk Institut,
Kgbenhavns Universitet

Hvis man lader urinstof (CO(NH,),)
reagere med formaldehyd (CH,0) i
koncentreret svovlsyre (H,SO,), far man
en hérd polymer (en sékaldt thermoset
polymer), hvor de to NH,-grupper har
reageret et antal gange med formaldehyd
og er krydsbundet med CH,-grupper.
De individuelle urinstof-enheder er altsa
forbundet via sdkaldte aminal-funktio-
naliteter (figur 1).

Denne polymer kan dernzast nedbry-
des, hvis man koger den i vandig syre,
for eksempel vandig koncentreret salt-
syre. Dette er helt klassisk, og obser-
vationen, at polymeren kan dannes og
nedbrydes, abner interessante mulighe-
der for at bruge denne type af reaktion
til at danne molekyler og materialer,
der kan tilpasse sig de eksperimentelle
omstendigheder, da den kemiske reak-
tion er reversibel (aminal-dannelsen)
[11.

Hvis man i stedet for at bruge simpel
urea reagerer formaldehyd med et N,N’-
di-substitueret urinstof, sa far man ikke
leengere krydsbundne polymerer, men
i stedet enten linezre polymerer eller
cykliske forbindelser. To eksempler pa
cykliske forbindelser er stofklasserne
cucurbit[n]uriler og hemicucurbit[n]uril
(n er antallet af monomere enheder) som
er vist i figur 2, se side 20 [2-3].

Nér hhv. hemicucurbit[n]uril og
cucurbit[n]uril syntetiseres, er de
konkrete betingelser vigtige, da kon-

centrationen og arten af den valgte syre
influerer udfaldet af syntesen. Som et
eksempel dannes hemicucurbit[6]uril i
naesten kvantitativt udbytte i 4 m HCI,
hvorimod udfaldet er naesten kvantitativt
til dodecameren hemicucurbit[12]uril,
nar 1 m HCI bruges. Faktisk kan hemi-
cucurbit[6]uril dannes fra hemicucur-
bit[12]uril ved at oplese den i 4 m HCI,
hvilket bekrefter, at aminal-dannelse
er reversibel. Ligeledes kan storrelsen
af makrocykler af cucurbit[n]uril-arten
pavirkes betragteligt ved at eendre reak-
tionsbetingelserne (valg af syre, tempe-
ratur og koncentration).

Biotin[6]uril - en
makrocyklisk forbindelse,
der vekselvirker med anioner
I vores forskningsgruppe pa Kemisk In-
stitut p& KU beskrev vi for nogle ar siden
den forste vandopleselige makrocykel
af N,N’-ethylenurea-familien [4]. Med
udgangspunkt i D-biotin lykkedes det os
at syntetisere biotin[6]uril ved brug af
betingelser, der minder om dem, der blev
brugt i den oprindelige hemicucurbit[6]
uril-syntese (figur 3 pé side 20).
Biotin[6]uril kan syntetiseres under
en rekke forskellige betingelser, men
det hgjeste udbytte opnaede vi ved at
reagere D-biotin og paraformaldehyd
i3,5 M H,SO, med NaBr som additiv.
Makrocyklen blev isoleret som en enkelt
isomer med et udbytte pa 63 procent
(figur 3). Vi har sidenhen succesfuldt
syntetiseret mere end et kilo af Biotin[6]
uril.
Makrocyklen bestar af seks D-biotin-
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Figur 1. Reaktionen mellem formaldehyd
og urinstof er reversibel og danner en
thermoscet polymer under sure vandfri
betingelser. Under sure vandige betingel-
ser oplgses polymeren pd& grund of den
reversible aminal-dannelse.
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Figur 2. Syntese og strukturer af hemicucurbit[6]uril og cucurbit[6]uril.
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Figur 3. Syntese aof biotin[6]uril.

monomerer og den alternerende rumlige
orientering af carbonylgrupperne, der
er forbundet via methylenbroer ved
urea-kvealstofatomerne. Dette skaber en
hydrofob indre af makrocyklen med tolv
C-H-grupper, der peger ind i kaviteten.
Det er de H’er, der sidder i brohove-
derne pa den konvekse del af p-biotin-
enhederne. Kaviteten i biotin[6]uril kan
inkludere (binde) en rekke smémoleky-
ler (ethanol, vand) samt anioner s& som
iodid.

Rontgenstrukturen af biotin[6]uril-
iodid-bindingskomplekset med iodid
bundet er vist i figur 4 [4].

Vi udferte syntesen af biotin[6]uril
ved forskellige koncentrationer af HCI
og fandt, at 7 M HCI gav den reneste
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reaktion. Det var bemarkelsesvaerdigt,
at et reaktionsmedium med samme
H*-koncentration (3,5 m H,SO,) og en
halidskabelon (chlorid eller bromid)
resulterede i det samme produkt, hvilket
beviser, at syntesen bliver guidet af
binding til anionen. Dette kaldes en
“termodynamisk templateffekt” [5].

Monovalente anioner bindes af
biotin[6]uril i vand ved pH 7,5 med
preference for blodere anioner, hvilket
ses af praeferencerekkefolgen
SCN->T > Br > CI' [6]. 1:1-Stekiome-
tri blev observeret for alle undersggte
anioner ved hjzlp af Jobs metode og
massespektrometri-analyse. Biotin[6]
uril vekselvirker ikke vaesentligt med
kationer som Na*, K" og Cs*, og &n-
dring af pH fra 10,8 til 7,5 pavirkede
ikke bindingsisotermer (ITC). Ved
anvendelse af ITC til undersogelser i
vand fandt vi, at det enthalpiske bidrag
er vaesentligt og stort, mens det entropi-
ske bidrag er lille. Biotin[6]uril binder
anioner via C-H---anion-vekselvirk-
ninger fra de tolv hydrogenatomer, der
peger ind i kaviteten.

Biotin[6]uril blev gjort opleselig
i organiske oplesningsmidler ved at
omdanne carboxylsyrerne til estere —
henholdsvis methyl- (bio[6]me), ethyl-
(bio[6]et) og butylestere (bio[6]bu).
Dette blev gjort ved hjlp af en Fischers
estersyntesesstrategi direkte pa biotin[6]
uril (figur 5) [7].

"H-NMR- og ITC-titreringer blev
brugt til at undersege bindingsveksel-
virkningerne i hexaestrene. Anioner
som CI, NO;, HCO; og SO,* blev
undersegt i acetonitril, og biotin[6]uril-
hexaestrene havde sammenlignelige bin-

Figur 4. Rgntgenkrystalstruktur af biotin[6]uril-iodid-bindingskomplekset
(venstre: sidevisning, hgjre: topvisning).
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Figur 5. Syntese aof biotin[6]uril-hexaestere.

dingsaffiniteter, uanset om undersogel-
serne blev udfert med bio[6]me, bio[6]et
eller bio[6]bu for bade chlorid og nitrat.
Igen blev der observeret 1:1-stekiometri
for alle anioner. Bindingsvekselvirknin-
gen for chlorid blev bestemt ved ITC

og var bade enthalpisk og entropisk fa-
vorabel i modsatning til, hvad der blev
fundet for bio[6] i vand, hvor entropien
var ufavorabel.

I det organiske oplesningsmiddel
binder chlorid-ioner cirka to sterrelses-
ordener sterkere end NO; og HCOy,
mens der ikke blev observeret binding
for SO,*-anionen. HCO; er mere basisk
end de ovrige anioner og er derfor
normalt den bedre acceptor for kon-
ventionelle hydrogenbindinger (HNO,
pKa =-1,3; H,CO; pKa = 3,6 og 10,3),
sa de lignende K,-veerdier for NO, og
HCO; indikerer forskellen mellem
konventionelle hydrogenbindinger og
C-H--anion-vekselvirkninger.
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Figur 6. Lucigenin-assayet anvendt i
undersggelsen af aniontransport ved
biotin[6]uril-hexaestere.
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Vi testede anion-transport for bio-
tin[6]uril-hexaestrene ved brug af
unilamellere vesikler bestdende af
POPC, kolesterol (70/30) og bio[6]-
hexaester ved hjelp af lucigenin-assayet,
der er blevet udviklet af Davis-gruppen i
Bristol. Chlorid-ion transport blev fulgt
ved brug af emissionen fra lucigenin
pa grund af quenching af lucigenin ved
den stigende chloridkoncentration inde i
vesiklen (figur 6).

Ved tilsetning af chlorid blev der ob-
serveret et fald i emissionen ved 535 nm,
hvilket viste, at bio[6]-estrene transpor-
terede chlorid ind i vesiklerne. Alle tre
bio[6]-estere viste transport, hvor buty-
lesteret var den hurtigste transporter.

Interessant nok medferte en @endring
fra NOj;™ til SO,* i lucigenin-assayet,
at transporten stoppede fuldstendigt,
hvilket indikerer, at biotin[6]uril-
hexaestrene ikke kan transportere
intravesikulaert SO,* ud af vesiklerne,
nar CI transporteres ind. Dette er
forventeligt, da det divalente sulfation
ikke bindes af bio[6]-strukturen. NO;
er i stand til at transporteres ud af ve-
siklerne for at opretholde elektroneu-
tralitet. Denne @&ndring fra nitrat til
sulfat viser ogsé, at bio[6]-estrene ikke
transporterer Na“-ioner, da indstrom-
ning af Na* ligeledes ville opretholde
elektroneutralitet.

Dette eksperiment viser hoj selektivi-
tet for chloridtransport frem for bicarbo-
nat- og sulfattransport. Den bemarkel-
sesvaerdige selektivitet af bio[6]-estere
i bade aniontransport og anionbinding
kan muligvis skyldes den relativt ’ble-
de” karakter af C-H-hydrogenbindingen
sammenlignet med andre hydrogenbin-
dingsdonorer, hvilket favoriserer bledere
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anioner frem for harde anioner (Cl frem
for eksempelvis HCO;).

Konklusioner

og fremtidig forskning

I min gruppe arbejder vi pé nye aspekter
af kemien af biotin[6]uril — iser hvordan
vi kan funktionalisere makrocyklen

pa nye mader til for eksempel at binde
anioner sterkere, og til selektivt at
kunne binde bade anioner og kationer
samtidigt.

Tak

Tak til nuvaerende og tidligere gruppe-
medlemmer, mine skenne kollegaer pa
KU, samt samarbejdspartnere.

E-mail:
Michael Pittelkow: pittel@chem.ku.dk
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