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Sensorische Mikropartikel aus einem Silicatkern und einem molekular
geprigten Polymer als Schale mit aufleuchtender Fluoreszenz**
Wei Wan, Mustafa Biyikal, Ricarda Wagner, Borje Sellergren* und Knut Rurack*

Molekular geprégte (engl.: imprinted) Polymere (MIPs) sind
ein etabliertes und leistungsstarkes Medium fiir die selektive
Anreicherung und Abtrennung von chemischen Spezies, ins-
besondere von organischen Molekiilen, die funktionelle
Gruppen tragen. Im Allgemeinen werden MIPs durch die
Polymerisation einer Mischung aus funktionellen Monome-
ren und Vernetzern in Gegenwart einer molekularen Matrix,
des Templats, hergestellt. Nach der Extraktion des Templats
verbleiben in der vernetzten Polymermatrix Hohlrdume, die
zum Templat in Form, Gro8e und elektronischem oder
Wasserstoffbriickenbindungsbedarf komplementér sind und
die das Zielmolekiil selektiv erkennen und binden kénnen.!
Weil ihre Herstellung, ihr Habitus und ihre Funktion Paral-
lelen zu einem bestimmten Erkennungssystem aus der Natur
zeigen, werden MIPs ofter auch als ,,artifizielle Antikorper®
bezeichnet.” Obwohl MIPs heute schon relativ komplexe
Aufgaben wie die chirale Erkennung iibernehmen kénnen,
liegt der Schliissel zu einer kiinftig weiteren Verbreitung in
der Implementierung von zusitzlichen Funktionen.

Ein wichtiges Ziel ist die Integration eines signalgebenden
Elements, sodass das Bindungsereignis direkt mit einem
empfindlichen Nachweisverfahren wie der Fluoreszenzspek-
troskopie erfasst werden kann.”! Solche signalgebenden MIPs
wiren Sensoren und wiirden den Einsatzbereich von MIPs in
der fluorometrischen Analyse tiber den Nachweis von fluo-
reszierenden Analyten,””! die Fluoreszenzmarkierung von
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Analyten vor dem Nachweis im MIP!"! und Verdringungsas-
says®! hinaus erweitern. In den letzten beiden Ansitzen wird
das MIP nur fiir die Abtrennung oder Anreicherung ver-
wendet. Die Detektion muss dann in einem zweiten, diskon-
tinuierlichen und nachgeschalteten Schritt erfolgen, was fiir
Sensoranwendungen nicht ideal ist.

MIPs, die fluoreszierende Einheiten direkt im Polymer-
geriist tragen, sind immer noch relativ selten. Zudem eignet
sich die Loschung eines kovalent eingebundenen Farbstoffs
ohne spezifische Bindungsstellen nur zum Nachweis von
Analyten, die potente Fluoreszenzloscher sind.” Der viel-
leicht offensichtlichste Ansatz, der kovalente Einbau ecines
fluoreszierenden Sondenmonomers in ein MIP, wurde bislang
nur selten realisiert,'>¥ wobei insbesondere Beispiele von
gerichteter Erkennung an einer gezielt entworfenen Bin-
dungsstelle'>'¥ oder eine Fluoreszenzverstirkung nach Bin-
dung des Analyten rar sind.'” Der attraktivste Weg — fluo-
rogene MIPs, die beim Binden des Analyten einfach in einem
analytisch vorteilhaften Wellenldngenbereich aufleuchten —
wurde unseres Wissens bislang noch nicht beschritten.!'>1¢!

Fiir die Entwicklung von MIPs, die eine Verstarkung der
Fluoreszenz nach Analytbindung und vorteilhafte molekulare
Erkennungseigenschaften zeigen sollen, haben wir N-Carbo-
benzyloxy-L-phenylalanin ~ (Cbz-L-Phe  oder  Z-L-Phe,
Schema 1) als Templat gewihlt, da diese Verbindung ein be-
kannter Baustein in der Peptidsynthese ist und des Ofteren
als Modellsubstanz fiir die Entwicklung von MIPs zur Prii-
fung der Enantiomerenreinheit von synthetischen Peptiden
eingesetzt wird."! Das fluoreszierende Monomer 1 bauten wir
aus einem Nitrobenzoxadiazol(NBD)-Fluorophor, der eine
direkt gebundene Harnstoff-Einheit als Erkennungseinheit
fiir die Carboxylatgruppe trédgt, einem kurzen Ethylen-Ab-
standshalter und einer polymerisierbaren Methacrylat-Ein-
heit auf (Schema 1). NBD-Farbstoffe mit einer elektronen-
schiebenden Gruppe in der 4-Position zeigen intensive Ab-
sorptions- und Fluoreszenzbanden bei ca. 450 bzw. 550 nm,
die auf einem intramolekularen Ladungstransfer (ICT) ba-
sieren.!l”) NBD-Farbstoffe werden bereits seit vielen Jahren
als molekulare Sonden eingesetzt."®! Wir folgerten daher,
dass durch den Einbau einer moderat elektronenschiebenden
Harnstoff-Einheit in 4-Position bei Bindung eines elektro-
nenreichen Gastes wie einer Carboxylatgruppe an diese Y-
formige Bindungsstelle der ICT-Prozess verstiarkt werden und
bathochrome Verschiebungen sowie ein Anstieg der NBD-
Fluoreszenz zu erwarten sein sollten.

Verbindung 1 wurde aus 4-Amino-NBD!"! und Meth-
acrylsdure-2-isocyanatoethylester in Gegenwart von 4-(Di-
methylamino)pyridin als Katalysator und Butylhydroxytoluol
als Stabilisator hergestellt. Fiir eine erfolgreiche molekulare
Pragung wird ein Losungsmittel bendétigt, in dem sowohl die
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Schema 1. A) Herstellung eines stark fluoreszierenden MIP (1). Extraktion und Bindung des Templats schaltet zwischen starker und schwacher
Fluoreszenz (2). Herstellung des nichtgeprigten (nonimprinted) Polymers (NIP, 3) und analytisch relevante, unspezifische Bindungs- (4) und
Kreuzempfindlichkeitsreaktionen (5) komplettieren die Leistungsparameter. B) Comonomere und C) andere Analyte, die in dieser Arbeit unter-

sucht wurden.

Komplexbildung zwischen Sondenmonomer und Templat ef-
fizient als auch die Polymerisation — in unserem Fall die
RAFT-Polymerisation (RAFT: reversible addition-fragmen-
tation chain-transfer) — gut moglich ist. Die RAFT-Technik ist
am besten geeignet, um eine MIP-Matrix als diinnen Poly-
merfilm auf Silicatmikropartikel (MPs) aufzuwachsen, denn
diese Polymerisation ist nicht nur quasi-lebend, sondern fiihrt
auch zu homogeneren Netzwerken und besser zuginglichen
Bindungsstellen, und daher zu einer hoheren Bindungskapa-
zitit.?) MPs waren unser Zielformat, weil sie sowohl als in-
dividuelle Sensoreinheiten eingesetzt als auch in Sensor-
membranen integriert werden konnen. Die Untersuchung des
Komplexierungsverhaltens von 1 mit dem Tetrabutylammo-
nium(TBA)-Salz von Z-L-Phe in verschiedenen Losungsmit-
teln, die fiir die RAFT-Polymerisation geeignet sind (Aceto-
nitril, Chloroform, Tetrahydrofuran), ergab, dass Chloroform
die beste Wahl ist, weil sowohl die spektralen Verschiebungen
als auch die Fluoreszenzverstarkung bei Komplexierung in
diesem Losungsmittel am ausgepragtesten sind (vgl. Abbil-
dung 1 mit den Abbildungen S1 und S2 in den Hintergrund-
informationen).

Ein entscheidender Punkt bei der Verwendung von
Harnstoff-Einheiten zur Erkennung von Carboxylatgruppen
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iiber zwei gerichtete Wasserstoffbriickenbindungen ist die
Feinjustierung der Aciditdt der beiden Harnstoffprotonen.
Obwohl diese fiir eine optimale Komplexierung moglichst
sauer sein sollten, darf die Aciditit nicht so hoch sein, dass
eine unerwiinschte Deprotonierung eintritt.?!! Letztere
wiirde ungerichteten elektrostatischen Wechselwirkungen
den Vorzug vor gerichteten H-Briicken geben, was die Bil-
dung von Kavititen mit gezielt entworfenen Bindungsstellen
erschweren wiirde. Deprotonierung lésst sich in den Titrati-
onsspektren von Harnstoffen und Carboxylaten meist anhand
einer stark rotverschobenen (oft um ca. 100 nm) Absorpti-
onsbande identifizieren.’” Anionische ICT-Farbstoffe fluo-
reszieren in der Regel nicht, was eine fluorometrische Sen-
sorik unméglich macht,” und zeigen zudem eine viel gerin-
gere Selektivitit bei der Erkennung von Gésten, die iiber H-
Briicken binden. Aus Abbildung 1 A wird deutlich, dass in
CHCI, erst nach der Zugabe eines siebenfachen Uberschusses
an Z-L-Phe eine Absorptionsbande bei ca. 520 nm auftritt, die
wir der Deprotonierung zuschreiben (weitere NMR-Daten
hierzu finden sich in Abschnitt 7 der Hintergrundinforma-
tionen).

Aus Abbildung 1 sind auch die vorteilhaften sensorischen
Eigenschaften, die fiir das MIP erwartet werden konnen,
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Abbildung 1. Absorptions- (A) und Fluoreszenzspektren (B) von 1 (¢=5 um) in CHCl, ohne (schwarz) und mit Z-.-Phe/TBA (rot: 0.4, 1, 3 Aquiv.
Z-L-Phe, griin: 5 Aquiv., orange: 7, 10, 15 Aquiv., blau: 20 Aquiv.). Absorptionsspektren (C) der Pra-Polymerisationsldsung von 1 (c=1 mm) fiir
das NIP in CHCl; (schwarz) und fiir das MIP bei stéchiometrischer Prigung mit Z-L.-Phe/TBA in CHCl; (griin), THF (blau) und MeCN (rot).
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ablesbar. Neben bathochromen Verschiebungen von ca. 30
und 10 nm in Absorption bzw. Fluoreszenz hat die Komple-
xierung zwischen 1 und dem Templat auch eine deutliche
Fluoreszenzverstirkung zur Folge (Abbildung 1B). Im Ge-
gensatz dazu sind die H-Briicken-bedingten bathochromen
Verschiebungen und die Fluoreszenzverstirkungen in den
beiden polaren Losungsmitteln MeCN und THF, die jeweils
auch freie Elektronenpaare an ihren Heteroatomen tragen,
welche eine Deprotonierung fordern konnen, deutlich ge-
ringer, und Deprotonierung wird schon bei dquimolaren
Konzentrationen sichtbar (Abbildungen S1 und S2 in den
Hintergrundinformationen). Eine Analyse der Titrationsda-
ten von 1 und Z-L-Phe in CHCI; unter Annahme einer 1:1-
Komplexierung ergibt eine Komplexierungskonstante 1gK
von 5.11 (Abbildung S3), was ausreichend fiir die Priagung
ist.?4

Da wir durch Untersuchungen anderer Forschungsgrup-
pen®! zum Einfluss der Spezieskonzentration auf die Was-
serstoffbriickenbindungs- und Deprotonierungsgleichge-
wichte sensibilisiert waren, stellte sich vor allem die Evalu-
ierung der spektroskopischen Eigenschaften der Pra-Poly-
merisationslosung als wichtiger Schliissel zum Erfolg heraus.
Abbildung 1C zeigt, dass zwar der Anteil an in CHCI; ge-
bildetem 1~ bei dquimolaren Konzentrationen (1 mm) hoher
ist als bei 5 um (Abbildung 1 A), dass aber auch hier, wie im
niedrigen Konzentrationsbereich, die stéchiometrische Pra-
gung in CHCI; weniger als in MeCN und THF von der un-
gewollten Nebenreaktion beeintrachtigt werden wird (Ab-
bildung 1 C). Des Weiteren ist wichtig festzustellen, dass nach
Untersuchungen der Temperaturabhéngigkeit der Dissozia-
tion der Komplex auch bei hoheren Temperaturen (bis 80°C),
wie sie beim Ausheilen nach der Polymerisation (hier 70°C)
eingesetzt werden, hinreichend stabil ist (Abbildung S4).

Nachdem wir die Signalerzeugung etabliert hatten,
schritten wir zur Herstellung des eigentlichen Sensormateri-
als. Hierfiir wihlten wir Kern-Schale-MPs als Format aus, weil
MPs eine sehr vielseitige Plattform sind und in sehr unter-
schiedlichen technischen Formaten eingesetzt werden
konnen. Zudem konnen diinne Polymerschalen auf robusten
Tragerpartikeln reproduzierbar iiber Oberfldchen-initiierte
Polymerisation hergestellt werden,” und versprechen einige
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Nanometer dicke MIP-Matrices schnelle Ansprechzeiten und
eine quantitative Extraktion des Templats in vergleichsweise
kurzer Zeit."!

Wir entschieden uns fiir ca. 300 nm grof3e Silicatpartikel
als Trager. Diese Strategie bietet den Vorteil einer relativ
hohen Dichte des Silicatkerns, was die Handhabung der
Partikel in verschiedenen Anwendungen erleichtert. Zudem
sind Silicat-MPs hervorragend fiir optische Detektionstech-
niken geeignet. Neben 1 und Z-L-Phe/TBA wurde EDMA
(Ethylenglycoldimethacrylat) als mittelpolarer Quervernet-
zer und verschiedene (aromatische und aliphatische) Mono-
mere unterschiedlicher Polaritét als zusédtzliche Comonomere
eingesetzt (Schema 1, Tabelle S1). Um eine homogene Po-
lymerschicht um den SiO,-Kern zu erhalten, wurde vor dem
Aufwachsen des MIP ein RAFT-Reagens (2-(2-Cyanopro-
pylDdithiobenzoat, CPDB) auf der Aminosilan-aktivierten
SiO,-Oberflache aufgebracht. Reprasentative, in den Hin-
tergrundinformationen abgebildete TEM-Aufnahmen der
Kern-Schale-MIP-Partikel lassen eine Schalendicke von ca.
10 nm erkennen.

Die Leistungsfihigkeit der Sensorpartikel wurde zuerst in
Chloroform durch Titration mit dem designierten Analyten
Z-1L-Phe, dem potenziellen Konkurrenten Z-p-Phe als enan-
tiomerem Zwilling und Z-L-Glu als konformativ eng ver-
wandter Aminosédure, die zwei mogliche H-Briicken-aktive
Bindungsstellen aufweist, eruiert. Wie in Tabelle S1 gezeigt
lieferten die mit Benzylmethacrylat (BMA) als Comonomer
hergestellten Partikel CS8 die grofite Fluoreszenzverstiarkung
bei Zugabe von Z-L-Phe und die beste Diskriminierung zwi-
schen MIP und NIP sowie auch gegeniiber Z-p-Phe und Z-L-
Glu. Der Vergleich mit den Daten der MIPs, die mit den
anderen Comonomeren hergestellt wurden, legt als Ursache
die Anwesenheit der Benzylgruppen nahe, die zusitzliche
aromatische Reste fiir weitere m-m-Wechselwirkungen mit
den Phenylgruppen von Phe und Cbz anbieten (siche Tabel-
le S1 und Beschreibung in den Hintergrundinformationen).

Eine typische Fluoreszenzantwort von CS8 auf Z-L-Phe
istin Abbildung 2 A,B zu sehen. Der Vorteil der diinnen MIP-
Schale wird auch daran deutlich, dass ein vollstdndiges
Gleichgewicht schon nach 15 s erhalten wird (Abbildung S5).
Des Weiteren zeigt Abbildung 2 das unterschiedliche An-
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Abbildung 2. A) Fluoreszenzspektren von CS8 in CHCl; ohne (schwarz) und mit Z-L-Phe/TBA (rot: 0.001-0.085 mm, blau: 0.09 mm). B) Normierte
Fluoreszenzinderungen AF/F, (mit AF=F—F;) gegen die Analytkonzentration fiir CS8 und Z-L-Phe (rote Quadrate), CS8 und Z-b-Phe (blaue
Dreiecke), CS8 und Z-L-Glu (Kreise) sowie CSN8 und Z-L-Phe (Kreuze; CSN8 ist das NIP-Analogon zu CS8). Die leichte Abnahme bei >0.1 mm
ist durch den Beginn der Deprotonierung bedingt. C) Fluoreszenzspektren von CS8 in der CHCl;-Phase ohne (schwarz) und mit unterschiedlichen
Mengen an Z-L-Phe/TBA in der wissrigen Phase (rot: 0.1-0.7 pmol, blau: 1.4 umol) (nach Riihren und Phasentrennung). Einschub: Entsprechen-
de Fluoreszenztitrationskurven von CS8 (Quadrate) und CSN8 (Kreuze) mit Z-L-Phe (Symbole wie in B).
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sprechverhalten von CS8-MIP und -NIP und die Diskrimi-
nierung gegeniiber den beiden anderen hier untersuchten
geschiitzten Aminosauren.”! Auch CS8 reagiert auf Z-L-Phe
mit einer Fluoreszenzverstarkung, allerdings nicht so deutlich
wie molekulares 1 in CHCIl; (Abbildung 1). Dies ist darauf
zuriickzufiihren, dass die Umgebung um das in die Partikel-
schale eingebaute 1 polarer ist, was auch in Einklang damit
ist, dass das Absorptionsmaximum von 1 in einer Suspension
von CS8 in CHCl; mit 412 nm rotverschoben ist. Damit dhnelt
es dem von reinem 1 in MeCN oder MeOH (beide 411 nm),
wihrend die Werte fiir 1 in CHCI; 403 und in Toluol 404 nm
sind. Wenn weiter beriicksichtigt wird, dass die Fluoreszenz-
quantenausbeute @; von NBD-Farbstoffen mit zunehmender
Losungsmittelpolaritit ansteigt!” und @4(1) in CHCl, zu
0.002, in THF zu 0.01 und in MeCN zu 0.024 bestimmt wurde,
unterstreicht der @-Wert von CS8 (0.015) die aus den Ab-
sorptionsmessungen abgeleitete Erklirung.” Fiir Einzelpar-
tikel-Assays wire solch eine intrinsisch hohere Fluoreszenz
der 1 enthaltenden Partikel sogar vorteilhaft, da ein ausrei-
chendes Signal iiber den gesamten Konzentrationsbereich zu
erwarten wire. Analytische Untersuchungen mit CS8 in Kii-
vettenexperimenten ergaben schlieBlich eine Bestimmungs-
grenze von ca. 3 uM und eine Nachweisgrenze (30) von 60 nm
fiir Z-L-Phe/TBA in CHCl,.

Wihrend sich die Partikel direkt fiir eine Beurteilung der
Enantiomerenreinheit wahrend der Synthese von stereoche-
misch reinen Wirkstoffen in organischen Losungsmitteln in
der pharmazeutischen Industrie eignen wiirden, ergaben
Bindungsuntersuchungen in reinem Wasser kein messbares
Ansprechen. Augenscheinlich ist die diinne Polymerschale
nicht hydrophob genug, um einen iiber H-Briicken gebun-
denen Komplex vor konkurrierenden Wassermolekiilen zu
schiitzen, obwohl nur relativ unpolare Bausteine fiir sie ver-
wendet wurden. Um das System fiir einen Einsatz in wéssriger
Losung zu qualifizieren, haben wir daher ein Phasentrans-
ferprotokoll entwickelt. CS8 (10 mg) wurde dazu in einer 10-
mm-Quarzkiivette in CHCl; (2 mL) suspendiert und mit
Wasser (1 mL) versetzt. Dann wurden 0.1-1.4 umol des
Zielmolekiils Z-L-Phe (als TBA-Salz) unter Riihren zugege-
ben und 5 min zur Phasentrennung gewartet. Nach der Mes-
sung der Fluoreszenzspektren wurde der in der wissrigen
Phase verbliebene Rest an Z-L-Phe mittels HPLC bestimmt
(identische Kontrollexperimente ohne die Sensorpartikel
wurden durchgefiihrt, um das Verteilungsgleichgewicht von
Z-L-Phe im biphasischen System zu beriicksichtigen). Abbil-
dung 2 C zeigt représentative Titrationsspektren und -kurven,
die mit der indirekten HPLC-Methode verifiziert wurden. Es
ist offensichtlich, dass zum einen das Aufleuchten der Fluo-
reszenz von CS8 in Gegenwart von Z-L-Phe im Extraktions-
ansatz erhalten bleibt, zum anderen die unspezifische Bin-
dung sogar geringer ist (vgl. Daten von CSNS8 in Abbil-
dung 2 C, Einschub); die Selektivitdt und die Ansprechzeit
sind ebenfalls unverindert.

Uns ist es somit erstmals gelungen, ein fluoreszierendes
Monomer in eine MIP-Matrix zu integrieren, die in einem
analytisch wichtigen Wellenldngenbereich absorbiert und
fluoresziert und die Bindung des Analyten durch ein Auf-
leuchten anzeigt. Die unspezifische Bindung und die Enan-
tioselektivitdt sind erfreulich niedrig bzw. hoch, vor allem
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wenn man letztere mit den Werten vergleicht, die bislang fiir
MIP-Sensorsysteme mit Fluoreszenz-""*"! oder anderen De-
tektionstechniken wie etwa der Quarzkristallmikrowaagel!
publiziert wurden (<2). Der Einsatz des MIP als diinne
Schale auf Silicatmikropartikeln macht das Handling der
Sensorpartikel sehr einfach und ermoglicht schnelle An-
sprechzeiten. Wir konnten zeigen, dass solch ein System nicht
nur direkt in der pharmazeutischen Prozesskontrolle in or-
ganischen Losungsmitteln, sondern auch mit einem einfachen
Phasentransfer-Assay zum Nachweis von Analyten in wéss-
riger Losung eingesetzt werden kann. Aktuelle Arbeiten von
anderen"! und unsere hier beschriebenen Befunde lassen auf
eine leuchtende Zukunft von fluoreszierenden MIP-Sensor-
partikeln hoffen.

Eingegangen am 14. Januar 2013,
verdnderte Fassung am 18. April 2013
Online veroffentlicht am 28. Mai 2013

Stichworter: Enantioselektivitit - Fluoreszenz -
Kern-Schale-Partikel - Molekular geprigte Polymere - Sensoren
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