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gemacht werden.[1] Molekulares Pr�gen (molecular imprin-
ting) hat sich als vielversprechendeMethode zumAufbau von
aktiven Zentren f%r Enzymmodelle herausgestellt[2] und
sollte nutzbar sein, um komplexere Baumuster mit hoher
1hnlichkeit zu nat%rlichen Systemen aufzubauen. Um enzym-
�hnliches Verhalten, speziell Esteraseaktivit�t, durch Pr�gen
mit 3bergangszustandsanaloga (TSAs) zu erhalten, wurden
zahlreiche Versuche unternommen.[3, 4] Fr%here Arbeiten
f%hrten zu Enzymmodellen mit nur begrenzter Wirksamkeit,
in den letzten Jahren wurden jedoch bemerkenswerte kata-
lytische Aktivit�ten erzielt. Dabei sind starke Bevorzugung
der Bindung des 3bergangszustandes und korrekt einge-
f%hrte funktionelle Gruppen notwendige Voraussetzungen
zum Aufbau effektiver Enzymmodelle.[1–4] Bei unseren fr%-
heren Versuchen zum Aufbau katalytisch aktiver Polymere
durch molekulares Pr�gen ordneten wir funktionalisierte
Monomere mit Amidiniumgruppen in gepr�gten Hohlr�u-
men an. Die Gruppen dienten als Bindungsstellen f%r den
tetraedrischen 3bergangszustand der basischen Ester- oder
Carbonathydrolyse, �hnlich der Rolle von Guanidiniumfunk-
tionen in katalytischen Antik&rpern[1c] und in der Carboxy-
peptidase A.[5] An der katalytischen Funktion von Carboxy-
peptidase A sind zwei Guanidiniumfunktionen und ein Zn2+-
Ion beteiligt. Die Guanidiniumfunktion des Arg127 bindet
das Oxyanion, das im geschwindigkeitsbestimmenden Schritt
als tetraedrischer 3bergangszustand gebildet wird.[6] Das
Zn2+-Ion koordiniert an die Reste His69, Glu72 und His196
und ist entscheidend an der Katalyse beteiligt. Die Substrat-
spezifit�t resultiert aus einer hydrophoben Tasche und dem
Guanidiniumrest des Arg145.[5]

In dieser Arbeit berichten wir %ber ein Polymer, in dem
eine Amidiniumfunktion und ein Zn2+-Ion in einem %ber-
gangszustandsgepr�gten Hohlraum �hnlich angeordnet sind
wie im aktiven Zentrum der Carboxypeptidase A. Derartige
gepr�gte Polymere beschleunigen die Carbonathydrolyse
stark. Wir konnten bereits fr%her zeigen,[4] dass die Amidin-
gruppe im Monomer N,N’-Diethyl-4-vinylbenzamidin (1)
spezifische Bindungseigenschaften hat und eine gute Kataly-
segruppe ist. Sie kann durch Komplexierung mit Carboxy-
gruppen oder 3bergangszustandsanaloga wie Phosphat oder
Phosphonat durch st&chiometrisch nichtkovalente Wechsel-
wirkungen[7] im gepr�gten Hohlraum positioniert werden.
Eine �hnliche Amidiniumfunktion ist im Monomer 2 ent-
halten. Es enth�lt zus�tzlich eine Triamineinheit in definier-
tem Abstand zur Amidingruppe. Das Triamin erlaubt eine
Dreifachkoordination eines Zn2+-Ions, w�hrend die vierte
Koordinationsstelle des Zn2+-Ions f%r andere Monoliganden
frei bleibt.[8] Eine Koordination des Zn2+ durch die Amidin-
gruppe ist viel schw�cher.[9]1hnlich den fr%her zur Carbonat-
hydrolyse verwendeten Matrices (z.B. 3)[1c,4b] sollte das neue
Templat 4 als stabiles Analogon f%r den tetraedrischen
3bergangszustand der basischen Carbonathydrolyse fungie-
ren. Ein Phenylrest in 3 wurde in 4 durch einen Pyridylrest
ersetzt, was dazu f%hrt, dass die vierte Koordinationsstelle des
Zn2+-Ions durch das Pyridin-Stickstoffatom besetzt wird
(Schema 1a). Die zus�tzliche Koordination f%hrt zur Bildung
stabilerer Komplexe zwischen dem Monomer und dem
Templat.[10] Weiterhin werden hierdurch die Amidingruppe
und das Zn2+-Ion w�hrend der vernetzenden Polymerisation

beim Pr�geprozess in eine definierte Orientierung zueinander
und zum Templatmolek%l gebracht.

Gepr�gte Polymere wurden durch radikalische Initiierung
bei 60 8C aus Polymerisationsmischungen hergestellt. Diese
bestanden aus dem Vernetzer Ethylendimethacrylat
(EDMA), Methylmethacrylat (MMA), dem funktionellen
Monomer 2 und Diphenylphosphat (3) oder Phenylpyridyl-
phosphat (4) als Templatmolek%l jeweils in Gegenwart von
ZnCl2 sowie dem L&sungsmittel Acetonitril. Die Herstellung
ist analog der von gepr�gten Polymeren aus 1 und 3,[4b] bei der
jedoch kein Zn2+ zugesetzt wurde. Die Matrices wurden
anschließend aus dem zerkleinerten makropor&sen Polymer
(Partikel von 45–125 mm) mit 0.1m Natronlauge extrahiert.
Die Aktivit�t der gepr�gten Polymere und der Kontrollen
wurde durch Hydrolyse von Diphenylcarbonat (5) in einer
1:1-Mischung des Puffers 2-[4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazin]-
ethansulfons�ure (HEPES, pH 7.3) mit Acetonitril bestimmt.
Um die Reaktionskinetik zu verfolgen, wurden in regel-
m�ßigen Abst�nden Aliquote entnommen und mit HPLC
untersucht, und das Reaktionsprodukt Phenol wurde quanti-
fiziert. Die Geschwindigkeitskonstanten pseudo-erster Ord-
nung wurden aus der Reaktionsgeschwindigkeit bei niedrigen
Ums�tzen berechnet.

Die Ergebnisse der Hydrolyseexperimente mit den unter-
schiedlichen molekular gepr�gten Katalysatoren sind in
Tabelle 1 wiedergegeben; Tabelle 2 zeigt die Ergebnisse der
Kontrollen. Dabei wurde die Hydrolyse in der gleichen
L&sung ohne Katalysator, mit Kontrollpolymeren oder mit 2
und ZnCl2 durchgef%hrt. Wie zuvor

[4] wurde die katalytische
Wirksamkeit als Verh�ltnis der Reaktionsgeschwindigkeit mit
Katalysator zu der in reiner HEPES-Acetonitril-L&sung
(kimpr/ksoln) definiert. Der durch das Pr�gen hervorgerufene
Effekt (Imprinting-Effekt) ergibt sich aus dem Verh�ltnis
kimpr/kcontr. In fr%heren Untersuchungen ergab sich durch ein
Polymer, das mit dem Templatmolek%l 3 und demMonomer 1
hergestellt wurde (P1,3), eine 455fache Reaktionsbeschleu-
nigung und einen Pr�ge-Effekt von 10.7.[4b] Das Polymer mit
dem gleichen Templatmolek%l 3, das jedoch mit dem Mono-
mer 2 und Zn2+-Ionen hergestellt wurde (PZn2,3), beschleu-
nigt die Reaktion um das 1800fache und hat einen Pr�ge-
Effekt von 34. Bei der Herstellung eines Polymers mit
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Templat 4, Monomer 2 und Zn2+-Ionen (PZn2,4) ist im
Hohlraum eine wesentlich bessere Fixierung des Templats
w�hrend des Pr�gens m&glich (Schema 1a). Der katalytische
Koeffizient dieses Polymers liegt bei %ber 3200, der Pr�ge-

Effekt bei 61.5 (Tabelle 1). Die starke Beschleunigung der
Reaktion st%tzt die postulierte Kooperativit�t der Amidi-
niumgruppe mit dem Zn2+-Ion. Der Einfluss der funktionel-
len Gruppen des Polymers auf die Katalyse ergab sich aus der
katalytischen Aktivit�t des l&slichen Monomers 2 mit Zn2+-
Ionen in HEPES-Acetonitril-L&sung. Dessen katalytischer
Koeffizient liegt mit 18 sehr niedrig (Tabelle 2).

1hnlich den nat%rlichen Enzymen zeigt PZn2,4 eine
typische Michaelis-Menten-Kinetik. Die Auftragung der
Anfangsgeschwindigkeiten gegen die Substratkonzentration
ergibt eine zun�chst steigende Funktion, die in ein Plateau
%bergeht. Bei h&heren Substratkonzentrationen, wenn alle
aktiven Zentren besetzt sind, bleibt die Geschwindigkeit
somit konstant; sie ist nullter Ordnung in Bezug auf die
Carbonatkonzentration (S�ttigungskinetik). Aus diesen
Daten l�sst sich die Michaelis-Konstante mit Km= 2.01 mm

und die Wechselzahl mit kcat= 0.035 min
�1 berechnen

(Tabelle 3). kcat ist deutlich h&her als kimpr, das nur f%r ein

Schema 1. Schematische Darstellung a) des molekular gepr#gten Polymers mit Templat 4 und Monomer 2 in Gegenwart eines Zn2+-Ions, b) nach
Entfernen des Templats M und c),d) bei der Katalyse.

Tabelle 1: Kinetische Parameter f�r die Hydrolyse von Diphenylcarbonat
(5) in Gegenwart von gepr#gten Polymeren in Puffer (pH 7.3)/Acetonitril
(1:1).[a]

Gepr#gtes
Polymer[b]

Monomer Templat kimpr [min�1] kimpr/
ksoln

kimpr/
kcontr

P1,3[c] – 1 3 2.80H 10�4 455 10.7
PZn2,3 Zn2+ 2 3 1.30H 10�3 1806 34.0
PZn2,4 Zn2+ 2 4 2.35H 10�3 3264 61.5

[a] Hydrolyse von Diphenylcarbonat (5) in einer L?sung von 50 mm

HEPES-Puffer (pH 7.3)/Acetonitril (1:1) bei 20 8C. Es sind 2 mm aktive
Zentren im Polymer im Verh#ltnis zu 1 mm Substrat vorhanden. Alle k-
Werte sind Mittelwerte aus mindestens drei Messungen mit einer
Standardabweichung von weniger als 5%. kimpr ist die Geschwindig-
keitskonstante pseudo-erster Ordnung f�r die Reaktion in Gegenwart
des gepr#gten Polymers f�r dieses Katalysator-Substrat-Verh#ltnis; kcontr

ist die Geschwindigkeitskonstante in Gegenwart des Kontrollpolymers;
ksoln ist die Geschwindigkeitskonstante f�r die Hydrolyse in HEPES-Puffer
(pH 7.3)/Acetonitril (1:1). [b] Die Polymerisationsmischung zur Herstel-
lung der gepr#gten Polymere bestand aus 83.3 Gew.-% EDMA, 10.4
Gew.-% MMA, 6.3 Gew.-% Monomer-Templat-1:1-Komplex und
1 Gew.-% Azobis(isobutyronitril), die mit gleichen Gewichtsanteilen
des Porogens Acetonitril verd�nnt waren. Das Kontrollpolymer wurde
entsprechend hergestellt, allerdings ohne das Templat. F�r Einzelheiten
siehe Hintergrundinformationen. [c] Dieser Wert wurde aus Lit. [4b]
entnommen. Er ist bei 15 8C gemessen.

Tabelle 2: Kinetische Kontrollexperimente f�r die Hydrolyse von 5 zum
einen in reinem Puffer (pH 7.3)/Acetonitril (1:1), zum anderen mit
Zusatz von Kontrollsubstanzen.

Kontrolle k [min�1] k/ksoln

kein Zusatz 7.20H 10�7 �1.00
Monomer 2 und Zn2+[a] 1.29H 10�5 17.9
Kontrollpolymer und Zn2+ 3.82H 10�5 53.1

[a] Die Konzentrationen von 2 und Zn2+ entsprachen denen der zug#ng-
lichen Bindungsstellen im gepr#gten Polymer.
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einziges Katalysator/Substrat-Verh�ltnis berechnet wurde.
Mit dem Verh�ltnis kcat/kuncat wird die katalytische Aktivit�t
von Antik&rpern und nat%rlichen Enzymen beschrieben.
Wird in unserem Fall ksoln f%r kuncat eingesetzt, ergibt sich f%r
PZn2,4 das Verh�ltnis kcat/ksoln= 6900. Dies ist das beste
Ergebnis, das bislang f%r derartige Polymere erhalten wurde.
PZn2,4 %bertrifft sogar deutlich katalytische Antik&rper, f%r
die im Fall der Carbonathydrolyse kcat/kuncat= 810 erhalten
wurde.[12]

In Hinblick auf den Mechanismus ist anzunehmen, dass
das Zn2+-Ion durch drei Aminogruppen und ein Wasser-
molek%l tetraedrisch koordiniert ist.[13] Das zinkgebundene
Wassermolek%l wird durch die Amidiniumgruppe basen-
katalytisch ionisiert. Es ist bekannt, dass zinkgebundene
Wassermolek%le eine h&here Acidit�t als unkoordinierte
aufweisen (Schema 1b).[13] In Abbildung 1 ist die Reaktions-

geschwindigkeit der Carbonathydrolyse in Gegenwart von
PZn2,4 gegen den pH-Wert aufgetragen. Die Kurve hat einen
Inversionspunkt bei pH 7.5 und zeigt deutlich die pH-
Abh�ngigkeit der Reaktion. Der Inversionspunkt korreliert
recht gut mit den Daten %ber zinkgebundenes Wasser[14] und
dem durch potentiometrische Titration von PZn2,4 erhalte-
nen pKs-Wert von 7.4.

Die Katalyse verl�uft %ber die Bindung des Substrats und
eine Polarisierung der Carbonylgruppe durch die Amidi-
niumgruppe (Schema 1c). Der nucleophile Angriff des zink-
gebundenen OH�-Ions f%hrt %ber einen 3bergangszustand zu
einem tetraedrischen Zwischenprodukt (Schema 1d). Die
Reaktion wird durch die Stabilisierung des 3bergangszu-
standes im aktiven Zentrum beschleunigt, und die Aktivie-
rungsenergie der Reaktion wird herabgesetzt. Nach diesem
geschwindigkeitsbestimmenden Schritt werden zwei Mole-
k%le Phenol und ein Molek%l CO2 (als HCO3

�) in einer Reihe
von schnellen Schritten gebildet, und der Katalysator wird
regeneriert (Schema 1b).

Dies ist der erste Bericht %ber einen molekular gepr�gten
Katalysator, der eine deutlich h&here Aktivit�t als entspre-
chende katalytische Antik&rper aufweist. In fr%heren Arbei-
ten[4b] konnte die katalytische Aktivit�t von Antik&rpern im
Falle der Carbamathydrolyse[15] erreicht werden. F%r die
neuen gepr�gten Katalysatoren ist eine vielversprechende,
breite Anwendung vorhersehbar, da sie mechanisch und
thermisch stabiler sind als katalytische Antik&rper, leichter
hergestellt werden k&nnen und in ihrer Struktur leicht
variierbar sind.[16]
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