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Die Verwendung immobilisierter Template:
eine neue Methode zum molekularen Prigen

Ecevit Yilmaz, Karsten Haupt* und Klaus Mosbach*

Das molekulare Prigen (molecular imprinting) ist ein
Verfahren, mit dem spezifische Bindungsstellen in syntheti-
schen Polymeren durch die Verwendung von Templaten
erzeugt werden konnen. Herkommliche Rezepturen fiir die
Herstellung von molekular geprigten Polymeren (molecular-
ly imprinted polymers, MIPs) basieren auf einer von zwei
unterschiedlichen Methoden, der ,kovalenten“ und der
nichtkovalenten“ Methode. Die kovalente Methode wurde
von der Arbeitsgruppe von Wulffl!l entwickelt und verwendet
kovalente Bindungen zwischen dem Templat und den funk-
tionellen Monomeren. Eine weitere Methode, welche auf
nichtkovalenten Wechselwirkungen basiert, wurde von Mos-
bach und Mitarbeitern eingefiihrt.”) Es wurde auch ein
kombiniertes Modell vorgeschlagen, das einen kovalenten
Pragungsschritt beinhaltet, die darauf folgende Wiedererken-
nung findet jedoch ausschlieBlich iiber nichtkovalente Wech-
selwirkungen statt.!
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Bisher wurde das molekulare Priagen kleiner Molekiile
ausschlielich mit Templaten in frei loslicher Form durch-
gefiihrt. Diese Polymere werden im Folgenden als klassisch
molekular geprigte Polymere bezeichnet. Hier stellen wir
eine neuartige Pragungstechnik vor, die auf der orientierten
Immobilisierung des Templats auf einem Feststoff beruht.
Nach der Polymerisation wird der Feststoff aufgelost und
entfernt (,,geopfert”; Abbildung 1). Unser Ziel ist es zu
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Abbildung 1. Schematische Darstellung der Verwendung immobilisierter
Template auf auflosbaren Trigermaterialien fiir das molekulare Priagen.

zeigen, dass molekulares Pragen auf diese Weise durchfiihr-
bar ist und die Imprinting-Technik damit um eine weitere
Methode bereichert wird. Als Modellverbindung haben wir
Theophyllin (ein bronchodilatatorisches Pharmakon) ge-
wihlt, das in Form von 8-Carboxypropyltheophyllin auf
Aminopropyl-derivatisiertem Kieselgel als Trdgermaterial
immobilisiert wurde. Die Kupplung wurde mit einem Carbo-
diimid unter Bildung einer Amidbindung durchgefiihrt, eine
Reaktion, die bei der Festphasensynthese von Peptiden
eingesetzt wird.! Nach vollstindiger Reaktion wurde die
Menge gekuppelten Theophyllins durch Elementaranalyse
bestimmt (Tabelle 1). Ungefihr 75% der Aminopropylgrup-
pen auf der Kieselgeloberfliche wurden mit dem Templat
gekuppelt. Nach Beendigung der Reaktion wurden noch
vorhandene freie Aminopropylgruppen (die allerdings mit
konventionellen Detektionsmethoden wie dem Kaiser-P! oder
dem Trinitrobenzolsulfonsidure(TNBS)-Testl® nicht nachge-
wiesen werden konnten) durch Umsetzung mit Acetanhydrid
blockiert. Fiir die Herstellung von Kontrollpolymeren wurde
das gleiche Aminopropyl-Kieselgel verwendet, alle freien
Aminopropylgruppen wurden jedoch mit Acetanhydrid ace-
tyliert.
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Tabelle 1. Elementaranalyse der derivatisierten Kieselsdure-Partikel und
der entsprechenden molekular gepriagten Polymere.

Aminopropyl- Kontroll-  Theophyllin- Kontroll- geprigtes

Kieselgell® kieselgel Kieselgel)  polymer Polymer!®!
C[%] 113 1.8 33 80.6 80.1
H[%] 0.34 0.42 0.5 7.3 6.9
N[%] 033 0.34 1.21 uw.N. u.N.
Si[%] n.b. n.b. n.b. u.N. u.N.

[a] Aminopropyl-derivatisiertes Kieselgel wurde wie vom Hersteller er-
halten verwendet. [b] Durch Acetylierung des Aminopropyl-derivatisier-
ten Kieselgels mit Essigsdureanhydrid erhalten. [c] Durch Kupplung von
8-Carboxypropyltheophyllin an Aminopropyl-derivatisiertes Kieselgel er-
halten. [d] Durch Prigen mit dem Kontrollkieselgel erhalten. [e] Durch
Priagen mit Theophyllin-Kieselgel erhalten. — u.N. =unterhalb der Nach-
weisgrenze; n.b. = nicht bestimmt.

In einer fritheren Arbeit haben wir eine optimierte Poly-
merrezeptur fiir die Herstellung von Theophyllin-gepriagten
Polymeren beschrieben.”! Diese enthélt Trifluormethylacryl-
sdure (TFMAA), ein negativ geladenes funktionelles Mono-
mer und Divinylbenzol (DVB), einen unpolaren Vernetzer.
Mit dieser Rezeptur wurden iiber einen weiten Bereich von
Monomer:Templat-Verhéltnissen hocheffiziente Polymere
erhalten. Dieselbe Rezeptur wurde in dieser Arbeit fiir die
Pragung von immobilisiertem Theophyllin angewandt, wobei
ein Molverhiltnis von ca. 1:4 zwischen dem immobilisierten
Theophyllin und dem funktionellen Monomer TFMAA
verwendet wurde. Dieses Molverhéltnis wurde auch beim
molekularen Pragen eines Polymers gegen freies Theophyllin
eingesetzt, wobei ein Polymer erhalten wurde, das Theophyl-
lin gut adsorbierte.l’!

Im Unterschied zur Herstellung von klassischen MIPs, bei
der ein porogenes Losungsmittel fiir die Makroporositét des
Polymers wichtig ist, wurde hier kein Losungsmittel verwen-
det. Mit unserer neuen Methode werden im Polymer ein-
heitliche Makroporen durch das Auflosen des Kieselgels
gebildet. Dadurch sind auch die durch das Prigen erzeugten
spezifischen Bindungsstellen auf der Oberfldache des Polymers
lokalisiert. Es wurde jedoch iiberpriift, dass ein Zusatz des
Losungsmittels Toluol zum Polymerisationsgemisch keine
Auswirkungen auf die Wiedererkennungseigenschaften des
Polymers hatte. Das Kieselgel konnte mit wéssriger Flusssdu-
re vollstindig aufgelost und entfernt werden und war mit
Elementaranalyse nicht mehr nachweisbar (Tabelle 1). Nach
der Entfernung des Kieselgels wurde auch Stickstoff (der im
Templat vorhanden ist) elementaranalytisch bestimmt, um
eventuell im Polymer verbliebenes Theophyllin quantitativ
nachzuweisen. Der Stickstoffgehalt lag jedoch ebenfalls
unterhalb der Nachweisgrenze. Sowohl das geprigte als auch
das Kontrollpolymer hatten sehr dhnliche Zusammensetzun-
gen (Tabelle 1). Nach dem Entfernen von unvollstindig
polymerisierten Monomeren und kleineren Polymerfragmen-
ten durch Filtrieren betrug die Ausbeute an intakten Poly-
merpartikeln ungefiahr 80 % der anfangs eingesetzten Mono-
mermenge.

Da die Behandlung mit wissriger Flusssdure sehr aggressiv
ist, wurde ein moglicher negativer Einfluss der Flusssdurebe-
handlung auf die Wiedererkennungseigenschaften des Poly-
mers untersucht. Dafiir wurde ein mit freiem Theophyllin
klassisch geprigtes Polymer,”l wie beschrieben, mit wissriger
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Flusssdure behandelt, gewaschen und getrocknet. Mit diesem
Polymer wurden dann Bindungs- und kompetitive Bindungs-
studien durchgefiihrt. Weder die Kapazitédt noch die Spezifi-
zitit des Polymers wurden durch die Behandlung mit
Flusssdure beeinflusst. Dies zeigt, dass molekular geprigte
DVB-TFMAA-Copolymere gegen Behandlung mit wéssriger
Flusssdure stabil sind.

Die Porosititen der Polymere wurden mit Stickstoffadsorp-
tions/-desorptions-Analysen untersucht, wobei sehr enge Po-
rengroB3enverteilungen bestimmt wurden. Der durchschnitt-
liche Porendurchmesser und die mit der BET-Methode
bestimmte Porenoberfliche betrugen beim molekular ge-
prigten Polymer 254 A bzw. 35 m?>g~' und beim Kontroll-
polymer 257 A bzw. 31 m?g-!. Weder groBere Poren noch
Mikroporen wurden detektiert. Im Unterschied dazu hatten
mit der klassischen Methode hergestellte MIPs sowohl eine
viel breitere PorengroBenverteilung (30—1000 A) als auch
eine groBere Porenoberfliche (ca. 500 m?g1).

Bindungsstudien zur Bestimmung der Kapazitidt des mit
immobilisiertem Theophyllin geprédgten Polymers und des
Kontrollpolymers wurden mit [*H]Theophyllin als radioaktiv
markiertem Liganden in Toluol durchgefiihrt (Abbildung 2).
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Abbildung 2. Adsorption von [*H]Theophyllin in Abhingigkeit von der
Polymerkonzentration. Die dargestellten Kurven reprisentieren Messun-
gen an Polymeren, die mit folgenden Templaten geprdgt wurden:
Theophyllin-Kieselgel (m), acetyliertes Kieselgel (Kontrollpolymer; o),
Naphthalin-Kieselgel (a), freies Theophyllin (@), Aminopropyl-derivati-
siertes Kieselgel (0). Die Messpunkte entsprechen den Mittelwerten von
Dreifachmessungen.

Das geprigte Polymer hatte eine hohere Bindungskapazitit
als das Kontrollpolymer. Bei einer Polymerkonzentration, bei
der das gepriagte Polymer 50% des radioaktiv markierten
Liganden band, band das Kontrollpolymer nur 10%. Um
auch den Einfluss von Form und Funktionalitédt des Templats
abzuschitzen, wurde ein weiteres Polymer unter Verwendung
eines Aminopropyl-derivatisierten Kieselgels, an das 2-Naph-
thylessigsdure gekuppelt wurde, synthetisiert. Naphthalin
entspricht der GroBe nach in etwa Theophyllin, enthilt
jedoch keine funktionellen Gruppen oder Heteroatome.
Wie aus Abbildung 2 ersichtlich ist, hat dieses Polymer eine
dhnlich geringe Bindungskapazitit wie das Kontrollpolymer,
das auf acetyliertem Kieselgel hergestellt wurde. Dies zeigt,
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dass die funktionellen Gruppen von Theophyllin fiir den
Pragungseffekt wichtig sind.

Zum Vergleich ist in Abbildung 2 auch die Bindungskurve
eines klassischen MIP dargestellt, das mit freiem Theophyllin
hergestellt wurde. Das klassische MIP hatte eine hohere
Bindungskapazitit als das Polymer, das mit einem immobi-
lisierten Templat hergestellt worden war. Ein direkter Ver-
gleich zwischen diesen Polymeren ist jedoch nicht moglich, da
unter anderem die Porositdten sehr unterschiedlich sind.
Interessanterweise haben beide Kontrollpolymere sehr &hn-
liche (niedrige) Bindungskapazititen. Offensichtlich fiihrt das
Kieselgel wihrend des Prdgens nicht zu einer erhohten
unspezifischen Bindung. Es ist deshalb anzunehmen, dass
der Kapazititsunterschied zwischen dem MIP und den
Kontrollpolymeren durch das auf Kieselgel immobilisierte
Templat verursacht wurde.

Das mit immobilisiertem Theophyllin gepridgte Polymer
weist eine hohe Sperzifizitit fiir freies Theophyllin im Ver-
gleich zu den verwandten Verbindungen Coffein und Theo-
bromin auf (Abbildung3), wobei die Kreuzreaktivititen
unter 2% lagen. Diese Ergebnisse sind vergleichbar mit den
Werten, die mit klassisch hergestellten MIPs erhalten wurden.
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Abbildung 3. Analysen der kompetitiven Bindung von [*H]Theophyllin an
das geprigte Polymer (gefiillte Symbole) und an das Kontrollpolymer
(leere Symbole) in Abhingigkeit von der Konzentration an nichtmarkier-
tem Theophyllin (Quadrate), Theobromin (Kreise) und Coffein (Drei-
ecke). Polymerkonzentration: 70 pgmL~".

Ahnliche Studien wurden in unserer Arbeitsgruppe mit
Latex- und nichtporosen Kieselgelnanopartikeln als Trager-
materialien durchgefiihrt, jedoch nur mit geringem Erfolg.
Die Griinde hierfiir sind wahrscheinlich in der geringen
Oberfliache der Kieselgelnanopartikel und der Unvertraglich-
keit der Latexpartikel mit den organischen Losungsmitteln
der Polymermischungen zu suchen. Andererseits erschien
Kieselgel geeignet fiir diese neue Pragungsmethode, da es in
organischen Losungsmitteln stabil ist, eine hohe Dichte hat
und deshalb einfacher handhabbar ist. Dariiber hinaus kann
es mit Flusssdure leicht vom gepréigten Polymer entfernt
werden. Wir verwendeten poroses Kieselgel, da dieses eine
hohere spezifische Oberfliche hat und somit die Beladung
mit Templatmolekiilen stark erhoht werden kann. Kiirzlich
wurde von einer anderen Arbeitsgruppel® gezeigt, dass mit
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Kieselgel als Opfermaterial pordse poly(DVB)-Polymere
hergestellt werden konnen. Diese Arbeit stand nicht im
Zusammenhang mit dem molekularen Prigen, es wurde
jedoch gezeigt, dass bei derartigen Polymer-Kieselgel-Kom-
positen durch Auswahl des geeigneten Kieselgels die Poren-
grofie genau eingestellt werden kann.

Das Prédgen von Polymeren mit immobilisierten Templaten
bringt eine Reihe von mdoglichen Vorteilen mit sich. Tem-
platmolekiile, die nicht in der Monomermischung 16slich sind,
konnen immobilisiert und dann in Kontakt mit den Mono-
meren gebracht werden. Das Prigen unloslicher Template
wire somit moglich, wenn diese immobilisert werden kdnnen.

Es wurde postuliert, dass Template sich in der Polymermi-
schung zu groBeren Molekiilaggregaten zusammenlagern
konnen und als solche auch geprigt werden.”!” Diese
Bildung von Molekiilaggregaten vor oder wéihrend der Poly-
merisation kann durch die Immobilisierung des Templats
unterbunden werden. Gleichzeitig bietet die Immobilisierung
die Moglichkeit, das Phdnomen der Molekiilaggregation
eingehender zu untersuchen. Es wird angenommen, dass die
Immobilisierung des Templats zur Bildung gleichartig ausge-
richteter, homogener Bindungsstellen im Polymer fiihrt.
Dariiber hinaus wird auch die Beweglichkeit des Templats
durch die Fixierung eingeschrinkt, was in einem stabileren
Monomer-Templat-Komplex und folglich in homogeneren
Bindungsstellen resultieren sollte.

Da die Polymermischung kein Losungsmittel (Porogen)
enthilt, hat das hergestellte Polymer nur Poren einheitlicher
GroBle, die durch das Herauslosen des Kieselgelgeriists
gebildet werden. Alle Bindungsstellen sollten auf oder nahe
an der Porenoberfliche lokalisiert sein, was eine erleichterte
Diffusion des Analyten an die Bindungsstellen bewirkt.

Die vorliegende Arbeit eroffnet auch neue Moglichkeiten
fiir den Finsatz von molekular gepridgten Polymeren. Als
Beispiel kann angefiihrt werden, dass das Templat mit
verschiedenen Markermolekiilen gekuppelt werden kann,
ohne dass bei der Bindung dieses Konjugats an das Polymer
eine sterische Hinderung zu erwarten ist. Dies steht im
Gegensatz zu klassisch gepridgten Polymeren, wo sich die
Bindungsstellen tief in den Poren des Polymers befinden und
damit schlecht zugénglich sind. Dies erweitert erheblich die
Verwendbarkeit molekular gepriagter Polymere in Bindungs-
assays und kompetitiven Immunoassays.

Neben dem beschriebenen Kompositpaar Kieselgel/Acry-
lat, bei dem das Kieselgel als auflosbarer Templattriger
fungiert, gibt es noch weitere mogliche Komposit-Paare, z. B.
Latex/Acrylat, Polysaccharid/Acrylat und Chitosan/Acrylat.

Wir haben hier zum ersten Mal gezeigt, dass das Pragen von
Polymeren mit immobilisierten Templaten moglich ist und
eine alternative Methode zur Herstellung molekular geprég-
ter Polymere ist. Eine genauere Untersuchung der Phidnome-
ne des molekularen Prigens an der Grenzfliche zwischen
fester und fliissiger Phase steht noch aus.

Experimentelles

Reagentien: Toluol, Dimethylformamid (DMF) und Dichlormethan
(DCM; alle wasserfrei) wurden von Labscan Ltd. (Dublin, Irland) bezogen.
Alle weiteren Losungsmittel (analytische oder HPLC-Qualitdt) und HF
(40-proz. wissrige Losung) waren von Merck (Darmstadt, Deutschland).
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8-Carboxypropyltheophyllin, Theophyllin, Coffein, Theobromin, [8-
SH|Theophyllin (spezifische Aktivitit: 0.8 mCimol™!) und Diisopropylcar-
bodiimid (DIC) wurden von Sigma (St. Louis, MO, USA) bezogen.
Aminopropyl-derivatisiertes Kieselgel (7 um, 300 A, 0.7 mLg~!) stammte
von Macherey-Nagel (Diiren, Deutschland) und hatte einen Gehalt an
Aminopropylgruppen von ca. 0.25 mmol pro g Kieselgel. Der Initiator fiir
die radikalische Polymerisation, 2,2'-Azobis(2,4-dimethylvaleronitril) war
von Wako Pure Chemicals Industries (Osaka, Japan). TFMAA und DVB
(technisch) mit 20% Ethylvinylbenzol waren von Aldrich (Steinheim,
Deutschland). DVB wurde kurz vor der Verwendung mit basischem
Aluminiumoxid (Merck) behandelt, um den Polymerisationsinhibitor zu
entfernen. TNBS (1-proz. Losung in DMF) und 2-Naphthylessigsdure
wurden bei Fluka (Buchs, Schweiz) gekauft.

Vorbereitung der Aminopropyl-derivatisierten Kieselgeloberfldchen fiir
das Priagen: A) Theophyllin-Kieselgel: 266 mg (1 mmol) 8-Carboxypropyl-
theophyllin und 450 pL (3 mmol) DIC wurden in 10 mL wasserfreiem
DMF/DCM (1:1, v/v) gelost. Dann wurde 1 g getrocknetes Aminopropyl-
derivatisiertes Kieselgel zugegeben, und die so erhaltene Suspension wurde
auf einem Schiitteltisch bei Raumtemperatur 18 h lang geschiittelt. Die
Kupplungsreaktion wurde so lange fortgesetzt, bis sowohl der Kaiser-! als
auch der TNBS-Testl! negativ verliefen, was ein Indiz dafiir ist, dass die
meisten Aminopropylgruppen auf der Kieselgeloberfliche mit dem
Templat reagiert hatten. Dann wurden 100 pL (1 mmol) Essigsdureanhy-
drid zugegeben und die Mischung weitere 2 h inkubiert, um eventuell noch
vorhandene freie Aminopropylgruppen zu acetylieren. Das derivatisierte
Kieselgel wurde dann auf einer G4-Glasfritte mit je 50 mL DMF, DCM und
Methanol gewaschen und 6 h lang bei 45°C und weitere 6 h im Vakuum
getrocknet. B) Acetyliertes Kontrollkieselgel: 1 g Aminopropyl-derivati-
siertes Kieselgel wurde mit Essigsdureanhydrid (1 mL, 10 mmol) im
Uberschuss acetyliert. Nach vollstiandiger Acetylierung aller freien Ami-
nopropylgruppen wurde das Kontrollkieselgel wie unter A) beschrieben
weiterbehandelt. C) Naphthalin-Kieselgel: Dieses weitere Kontrollkiesel-
gel wurde auf dieselbe Weise hergestellt wie das Theophyllin-Kieselgel
(A), statt 8-Carboxypropyltheophyllin wurde jedoch 2-Naphthyl-
essigsdure (186 mg, 1 mmol) verwendet.

Herstellung der Polymere: Eine Polymerisationsmischung aus 2.14 mL
(12 mmol) DVB, 336 mg (2.4 mmol) TFMAA und 20 mg 2,2"-Azobis(2,4-
dimethylvaleronitril) wurde hergestellt. Eine dem Porenvolumen des
Kieselgels (ca. 0.65 mLg™!) entsprechende Menge der Polymerisations-
mischung wurde zu einer bestimmten Menge Kieselgel (Theophyllin-
Kieselgel, Kontrollkieselgel oder Naphthalin-Kieselgel) gegeben und
vorsichtig verrithrt.''! Der Behilter wurde dann mit N, 2 min lang befiillt
und die Mischung iiber Nacht bei 45 °C polymerisiert. Nach vollstédndiger
Polymerisation (dies wurde durch die Polymerisation eines Aliquots der
Polymerisationsmischung ohne Kieselgel iiberpriift), wurde das Kieselgel-
Polymer-Komposit vorsichtig mit etwas Aceton in einem Morser zerrieben,
um eventuell vorhandene Partikelaggregate zu zerkleinern. Das Komposit
wurde dann in ein Plastikrohrchen mit Schraubverschluss gegeben, in 2 mL
Aceton suspendiert und im Eiswasserbad gekiihlt. Um das Kieselgelgeriist
des Komposits aufzulgsen, wurden 4 mL wissriger HF (40-proz.) portions-
weise unter Schiitteln zugegeben. Die Suspension wurde iiber Nacht auf
einem Schiitteltisch bei Raumtemperatur inkubiert. Das erhaltene Polymer
wurde ausgiebig auf einer G4-Glasfritte mit ca. 2 L 20-proz. Aceton (in
entionisiertem Wasser) gewaschen, bis das Waschwasser einen neutralen
pH-Wert hatte, dann folgte ein weiterer Waschschritt mit 0.25 L Methanol.
Die Polymerpartikel wurden 6 h in einem Trockenofen bei 45 °C und dann
im Vakuum weitere 6 h getrocknet.

Elementaranalyse: Die Elementaranalyse durch Verbrennen und Gas-
chromatographie wurde von der Firma MikroKemi AB (Uppsala, Schwe-
den) durchgefiihrt.

Bindungsanalysen mit radioaktiv markierten Liganden: Die Polymerparti-
kel wurden in Toluol suspendiert. Eine bestimmte Menge dieser Suspen-
sion und des radioaktiv markierten Liganden [*H]Theophyllin wurden in
1.5-mL-Testrohrchen aus Polypropylen gegeben. Bei kompetitiven Bin-
dungsanalysen wurden noch entsprechende Mengen einer Losung des
kompetitiven Liganden hinzugegeben. Die Proben wurden mit Toluol auf
1 mL aufgefiillt und bei Raumtemperatur auf einem Schiitteltisch 12 h
inkubiert. Die Polymerpartikel wurden durch Zentrifugieren abgetrennt,
und 500 uL des Uberstandes wurden zu 10 mL Szintillationsfliissigkeit
(Ecoscint O, National Diagnostics, Atlanta, GA, USA) gegeben. Die

Angew. Chem. 2000, 112, Nr. 12

© WILEY-VCH Verlag GmbH, D-69451 Weinheim, 2000

Radioaktivitat wurde durch Fliissigszintillationsmessung mit einem Rack-
beta-1219-Zihler (LKB Wallac, Turku, Finnland) bestimmt. Dieser Assay
wurde in einer fritheren Arbeit beschrieben.[']

Eingegangen am 8. September 1999 [Z13982]
Auf Wunsch der Autoren erst jetzt veroffentlicht
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Die Acetogenine aus Annonaceae sind eine Naturstoff-
klasse mit interessanten Antitumor-, immunosuppressiven,
pestiziden und antimikrobiellen Eigenschaften.l Thr Wirk-
mechanismus beruht auf der Inhibierung von Komplex I
(NADH-Ubichinon-Oxidoreduktase) der inneren Mitochon-
drienmembran.?! Mucocin®! und Squamocin D¥ sind zwei
repriasentative Annonin-Acetogenine, die deren charakteris-
tischen Struktureigenschaften aufzeigen: eine zentrale Ether-
einheit mit Tetrahydrofuran(THF)- und Tetrahydropy-
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