
Molekular geprägte Nanopartikel als biomimetisches 

Erkennungselement in der optischen Sensorik 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dissertation 

der Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultät 

der Eberhard Karls Universität Tübingen 

zur Erlangung des Grades eines 

Doktors der Naturwissenschaften 

(Dr. rer. nat.) 

 

 

 

 

vorgelegt von 

Felix Kolarov 

aus Reutlingen 

 

 

 

 

 

Tübingen 

2014 

 



 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tag der mündlichen Qualifikation:  18.06.2014 

Dekan: Prof. Dr. Wolfgang Rosenstiel 

1. Berichterstatter: Prof. Dr. Günter Gauglitz 

2. Berichterstatter: Prof. Dr. Udo Weimar 

 



 



Danksagung 

 
 

Danksagung 

Nach nun fast viereinhalb Jahren ist die Zeit gekommen, sich zu bedanken. Danke an all jene, 

ohne die es nicht möglich gewesen wäre, diese Arbeit hier zu verfassen und auch an all jene 

liebenswürdigen Menschen, die mir eine sehr große Hilfe bei dieser Arbeit waren. Mein außer-

ordentlicher Dank gilt zunächst einmal meinem Doktorvater Herrn Gauglitz, dem ich natürlich für 

die Betreuung, aber auch für Möglichkeit dieses interessante Thema zu bearbeiten, von ganzem 

Herzen Danken möchte.  

Udo Weimar danke ich für die Übernahme des Co-Referates dieser Arbeit.  

Auch dem gesamten AK Gauglitz gilt mein Dank. Danke für die zahlreichen schönen Stunden, die 

schönen Diskussionen und die tolle Arbeitsatmosphäre, die man hier erleben durfte. Ich werde 

mich immer wieder gerne an diese tolle Zeit mit euch erinnern. Besonders werden mir unsere 

schönen vielen Ausflüge, die langen Abende an denen es etwas zu feiern gab und auch das 

schöne Frühstück jeden Freitagmorgen in Erinnerung bleiben.  

Ein großes Dankeschön gilt auch Frau Elke Nadler für die REM-Messungen. Lothar Leider danke 

ich für die ellipsometrischen Messungen und für die Hilfestellung bei dem ein oder anderen 

mathematischen Problem. Peter Fechner und Oliver Bleher danke ich für die Diskussionen über 

Bindungskinetik und die Hilfestellung bei allerlei Auswertungen und Computerproblemen. Ich 

danke Oli auch für das Korrekturlesen meiner Arbeit und die schöne Zeit die ich mit dir als 

Bürokollegen verbringen durfte. Meinem ehemaligen Bürokollegen Alexander Le Blanc danke ich 

ebenso für die schöne Zeit zusammen im Verfügungsgebäude und für die Einweisung in die 

Kalorimetrie. Melanie Ewald möchte ich für die schönen Jahre danken die wir hatten. Auch 

danke ich dir für die vielen kleinen Tipps und Verbesserungen von Postern, Abstracts und 

Sonstigem, die du mir immer gegeben hattest.  

Vielen Dank auch an Dominik Furin. Dir möchte ich für die tolle Zeit, die vielen Diskussionen, für 

die Unterstützung und auch dafür, dass du immer ein offenes Ohr für mich hattest. Vielen Dank 

auch für die Hilfe bei den ganzen vielen Deliverables und anderen Berichten, die wir für INSTANT 

verfassen mussten. Julia Widmaier danke ich insbesondere für die Hilfe bei den ganzen vielen 

organisatorischen Dingen, die für INSTANT erledigt werden mussten.  

Außerhalb unserer Arbeitsgruppe möchte ich vor allem bei Klaus Niedergall und der restlichen 

Arbeitsgruppe von Herrn Tovar bedanken, die mich mit L-BFA MIPs und vielen Informationen 

versorgten. Tobias Morawietz danke ich hierbei insbesondere für die Bereitstellung der Partikel 

zur kovalenten Immobilisierung. Auch danke ich Herrn Kolocouris aus Athen für die 

Bereitstellung der vielen Proben und die zahlreichen guten wissenschaftlichen Diskussionen, die 

wir über die Ergebnisse führten.  

Zu Guter Letzt möchte ich mich auch gerne bei Nadja Baur bedanken für ihre große 

Unterstützung, das Korrekturlesen dieser Arbeit und natürlich auch für die vielen 

aufmunternden Worte falls es mal gerade nicht so lief wie man das gerne hätte. Vielen Dank Dir! 

 



 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Inhaltsverzeichnis 

 
 

Inhaltsverzeichnis 

1. EINLEITUNG 1 

2. THEORETISCHER TEIL 3 

2.1 Wechselwirkung von Strahlung und Materie 3 

2.1.1 Elektromagnetische Strahlung 3 

2.1.2 Reflektion und Brechung 3 

2.1.3 Reflektion am Mehrschichtsystem 4 

2.1.4 Reflektometrische Interferenzspektroskopie (RIfS) 6 

2.1.5 Absorption von Strahlung 8 

2.2 Thermodynamische Grundlagen 9 

2.2.1 Erster Hauptsatz der Thermodynamik 9 

2.2.2 Zweiter Hauptsatz der Thermodynamik 9 

2.2.3 Die Freie Enthalpie 10 

2.2.4 Die Freie Enthalpie von Reaktionen 11 

2.2.5 Bestimmung von thermodynamischen Reaktionsparametern 11 

2.2.6 Isotherme Titrationskalorimetrie (ITC) 12 

2.3 Zwischenmolekulare Wechselwirkungen 15 

2.3.1 Elektrostatische Wechselwirkungen 15 

2.3.2 Induktive Wechselwirkungen 15 

2.3.3 Dispersionswechselwirkungen 16 

2.3.4 Hydrophobe Wechselwirkungen 16 

2.3.5 Wasserstoffbrückenbindungen 16 

2.4 Wechselwirkungsprozesse an Oberflächen 17 

2.5 Molekular geprägte Polymere (MIPs) 19 

2.5.1 Allgemeine Beschreibung von molekular geprägten Polymeren 19 

2.5.2 Polymerisationsverfahren zur Synthese von MIPs 21 

2.5.3 Molekulare Erkennung in molekular geprägten Polymeren 22 

2.5.4 Anwendungen von molekular geprägten Polymeren 23 

2.6 Der M2-Protonenkanal 25 

2.6.1 Funktion des M2-Protonenkanals 25 

2.6.2 Hemmung des M2-Protonenkanals 25 

2.6.3 Aufbau des M2-Protonenkanals und Wechselwirkung mit Hemmstoffen 25 

3. MATERIAL UND METHODEN 28 

3.1 Rasterkraftmikroskopie (AFM) 28 

3.1.1 Grundlagen 28 

3.1.2 Betriebsmodi in der Rasterkraftmikroskopie 29 

3.1.3 Verwendetes Gerät 29 

 



Inhaltsverzeichnis 

 
 

 
 
 

3.2 Rasterelektronenmikroskopie (REM) 29 

3.2.1 Grundlagen 29 

3.2.2 Verwendetes Gerät 30 

3.3 Isotherme Titrationskalorimetrie (ITC) 30 

3.3.1 Grundlagen 30 

3.3.2 Kalibrieren des Kalorimeters 31 

3.3.3 Bestimmung von Affinitätskonstanten mittels ITC 32 

3.3.4 Verwendetes Gerät 34 

3.4 Reflektometrische Interferenzspektroskopie (RIfS) 34 

3.4.1 Grundlagen 34 

3.4.2 Durchführung von RIfS-Messungen 34 

3.4.3 Referenzieren von RIfS-Messungen 35 

3.4.4 Bestimmung von kinetischen und thermodynamischen Parametern mittels RIfS 35 

3.4.5 Bestimmung analytischer Parameter 36 

3.4.6 Verwendete Komponenten 37 

3.5 Oberflächenpräparation 37 

3.5.1 Oberflächenpräparation 37 

3.5.2 Oberflächenreinigung und -aktivierung 37 

3.5.3 Silanisierung mit GOPTS 38 

3.5.4 Silanisierung mit APTES 38 

3.5.5 Modifikation mit PEG 38 

3.5.6 Modifikation mit AMD 38 

3.5.7 Nichtkovalente Anbindung der nanoMIPs/nanoNIPs 38 

3.5.8 Kovalente Anbindung modifizierter nanoMIPs/nanoNIPs 38 

3.6 Sonstige Methoden 39 

3.6.1 Batch Bindungsexperimente 39 

3.6.2 Entfernung der Polymerpartikel aus Suspensionen 39 

3.6.3 Bestimmung der adsorbierten Stoffmenge durch UV/Vis Messungen 39 

3.6.4 Bestimmung der maximalen Löslichkeit von L-BFA 39 

3.6.5 Bestimmung des Extinktionskoeffizienten von L-BFA 39 

3.6.6 Durchführung von ITC-Messungen mit Polymerpartikeln 40 

3.6.7 Durchführung von ITC-Messungen mit Peptiden 40 

3.7 Software 41 

3.8 Chemikalien 42 

3.8.1 Strukturformeln für Kapitel 4.1 und Kapitel 4.2 relevante Moleküle 42 

3.8.2 Strukturformeln für Kapitel 4.3 relevante Moleküle 43 

3.9 Lösungen, Suspensionen, Puffer 44 

3.10 Geräte 45 

 

 



Inhaltsverzeichnis 

 
 

4. ERGEBNISSE UND DISKUSSION 46 

4.1 Molekular geprägte Nanopartikel als sensitive Schicht 46 

4.1.1 Elektrostatische Immobilisierung 46 

4.1.1.1 RIfS-Messungen mit elektrostatisch immobilisierten nanoMIPs 49 

4.1.1.2 Vergleich verschiedener Oberflächenmodifikationen 51 

4.1.1.3 Chip zu Chip Reproduzierbarkeit 52 

4.1.1.4 Bewertung analytischer Rahmenparameter der MIPs 53 

4.1.1.5 Stabilität der Oberflächen 55 

4.1.1.6 Kurzzusammenfassung Kapitel 4.1.1 58 

4.1.2 Kovalente Immobilisierung von nanoMIPs 59 

4.1.2.1 Möglichkeiten und Voruntersuchungen 59 

4.1.2.2 Oberflächenbelegung und RIfS-Messungen 60 

4.1.2.3 Kurzzusammenfassung Kapitel 4.1.2 61 

4.2 Untersuchungen des Prägeeffekts 63 

4.2.1 Lösemittelabhängigkeit des RIFS Bindungssignals und des Prägeeffektes 63 

4.2.1.1 Untersuchung der lösemittelabhängigen Selektivität 66 

4.2.1.2 Untersuchung der Enantioselektivität 67 

4.2.2 Ermittlung der Gleichgewichtskonstante der Templat-Polymer Wechselwirkung mittels RIfS 70 

4.2.3 Bestimmung kinetischer Daten der Wechselwirkung 74 

4.2.3.1 Betrachtung der Dissoziationsphase 74 

4.2.3.2 Vergleich der ermittelten Dissoziationsratenkonstanten 75 

4.2.3.3 Betrachtung der Assoziationsphase 79 

4.2.4 Bestimmung der Bindungsenthalpie der Wechselwirkung 86 

4.2.4.1 Messtechnische Anforderungen 86 

4.2.4.2 Ergebnisse der Bestimmung der Wechselwirkungsenthalpie 88 

4.2.4.3 Ursachen der Lösemittelabhängigkeit der Wechselwirkungsenthalpie 90 

4.2.4.4 Betrachtung der Bindungsentropie 91 

4.2.5 Kurzzusammenfassung Thermodynamik und Kinetik der Wechselwirkung zwischen MIP, NIP und 

Templatmolekül 94 

4.3 Untersuchung des M2-Protonenkanals 95 

4.3.1 Auswertung der ITC-Messungen 95 

4.3.1.1 Nichtlineare Kurvenanpassung 95 

4.3.1.2 Auswertestrategie 96 

4.3.2 Voruntersuchungen des Systems 97 

4.3.2.1 Optimale Messbedingungen 97 

4.3.2.2 Spezifität der Bindung 97 

4.3.3 Ergebnisse der Messungen 99 

4.3.3.1 Ergebnisse für Am, Rim und Ligand 24 102 

4.3.3.2 Ergebnisse für Ligand 8, 9, 10, 11 104 

4.3.3.3 Ergebnisse für Lig 13, 16, 27, 26 106 

4.3.3.4 Ergebnisse für Ligand 14, 16, 17, 18 108 

4.3.4 Vergleich zu berechneten Werten 109 

 

 



Inhaltsverzeichnis 

 
 

 
 
 

5. ZUSAMMENFASSUNG UND AUSBLICK 112  

5.1 Zusammenfassung 112 

5.2 Ausblick 114 

6. LITERATURVERZEICHNIS 116  

7. ANHANG 121  

7.1 Abkürzungsverzeichnis 121 

7.2 Veröffentlichungen: 123 

7.2.1 Publikationen 123 

7.2.2 Poster 123 

7.2.3 Vorträge 124 

7.3 Akademische Lehrer 125 

7.4 Titrationskurven der ITC-Messungen 126 

 

 

  



Einleitung 

 
 

 
- 1 - 
 

1. Einleitung 
Ein flexibel einsetzbares Sensorsystem, das einen schnellen Nachweis jedes beliebigen Analyten 

innerhalb kürzester Zeit in komplexen Matrices erlaubt und dabei auch unter widrigsten 

Bedingungen funktioniert, ist Fiktion und wird es vermutlich auch immer bleiben. Zu komplex 

und zum Teil widersprüchlich sind die Anforderungen in ihrer Gesamtheit an ein solches 

Sensorsystem. Allein einem Teil der Kriterien dieses Forderungskataloges zu entsprechen ist 

bereits eine Herausforderung. Einer eben solchen Herausforderung stellt sich diese Arbeit. Diese 

Arbeit befasst sich mit der Entwicklung und Charakterisierung sensitiver Schichten, die 

Selektivität und Robustheit in sich vereinen und so auch widrigen Bedingungen trotzen können. 

Der am weitesten verbreitete Ansatz um Selektivität in einem Sensor zu erhalten, liegt in der 

Nutzung von Antikörpern. Diese biologischen Erkennungselemente ermöglichen eine zielgenaue 

molekulare Erkennung. Antikörper sind jedoch teuer in ihrer Herstellung, sind nicht sehr robust 

und denaturieren innerhalb kurzer Zeit unter widrigen Bedingungen wie hohen Temperaturen, 

hohem oder niedrigem pH-Wert oder hohen Salzkonzentrationen [1]. Um nun eine hohe 

Selektivität wie die von Antikörpern mit mehr Robustheit zu kombinieren, können alternativ zum 

Beispiel DNA oder RNA basierte Aptamere [2], oder auch peptidbasierte Scaffolds [3] eingesetzt 

werden. Allerdings erlauben diese Erkennungselemente nicht immer eine Detektion in 

nichtwässrigen Medien, sind nicht auf jeden Analyt anwendbar und können ebenfalls 

denaturieren. Molekular geprägte Polymere (MIPs) [4] erweitern dieses Spektrum an 

Erkennungselementen und vereinen molekulare Selektivität und Robustheit in sich. Diese 

Polymere imitieren biomolekulare Erkennungsprozesse und verfügen über Bindungskavitäten 

mit einer zum Zielanalyten komplementären Struktur.  

Das Konzept des molekularen Prägens ist seit den 1980er Jahren [5] bekannt, wurde seitdem 

zunehmend optimiert und auf eine zunehmende Zahl an Analyten angewendet. Die Verwendung 

von MIPs als Erkennungselement in Sensoren ist eine jüngere Entwicklung der letzten 20 Jahre, 

wobei die Anzahl der Publikationen zu diesem Thema innerhalb der letzten Jahre rapide steigt. 

Das Hauptaugenmerk liegt dabei nicht nur auf der Entwicklung von MIPs zum Nachweis stets 

neuer Analyten; von ebenso hoher Bedeutung sind die Entwicklung von neuen physikalischen 

Formen der MIPs und deren Kombination mit verschiedenen Transduktionsprinzipien, um die 

Wechselwirkung zwischen Analyt und MIP auszulesen. Auch sind noch viele Details zur 

molekularen Erkennung der MIPs nicht eingehend untersucht. 

Die physikalische Form der MIPs ist von entscheidender Bedeutung für die Leistungsfähigkeit des 

Sensorsystems. So zeigten erste Arbeiten mit flächig aufgebrachten MIP Schichten nur sehr 

langsame Ansprechzeiten und waren oftmals nur schlecht regenerierbar [6]. Bei alleiniger 

Nutzung der Oberfläche durch sogenanntes αsurface imprintingά konnten zwar schnelle 

Ansprechzeiten erzielt werden, die Anzahl der Bindungsstellen war jedoch gering und somit auch 

die erzielte Signaldynamik [7]. Um nun schnelle Ansprechzeiten und eine hohe Signaldynamik 

des Sensors zu erzielen, muss dementsprechend die zur Wechselwirkung zur Verfügung 

stehende Oberfläche vergrößert werden. Der beste Weg zur Vergrößerung der Oberfläche der 

sensitiven Schicht besteht dabei in der Nutzung von möglichst kleinen Partikeln. Das einfache 

Mahlen eines Polymermonolithen ist dabei wenig zielführend. Man erhält nur eine sehr geringe 
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Menge in der angestrebten Größe, die Partikel sind sehr inhomogen in ihrer Morphologie [8] 

und für sensorische Anwendungen eher ungeeignet [9]. Sehr homogene, sphärische 

Polymerpartikel mit enger Größenverteilung lassen sich durch spezielle 

Polymerisationstechniken, wie z.B. die Miniemulsionspolymerisation erhalten. Mit dieser 

Technik ist es zudem auch möglich, molekular geprägte Polymerpartikel herzustellen [10].  

Ein Ziel dieser Arbeit ist es nun, sich diese Partikel als sensitive Schicht für optische Sensoren zu 

Nutze zu machen. Hierzu werden verschiedene Ansätze zur Präparierung der sensitiven 

Schichten untersucht und miteinander verglichen. Die Stabilität dieser sensitiven Schichten, 

insbesondere gegenüber widrigen Bedingungen, sowie die sensorischen Charakteristika der 

Schichten werden dabei eingehend evaluiert. Als Transduktionsprinzip zum Auslesen der 

Wechselwirkung wird in dieser Arbeit die Reflektometrische Interferenzspektroskopie (RIfS) 

verwendet. Ein großer Vorteil dieses Transduktionsprinzips liegt dabei darin, dass der 

Bindungsvorgang der Analyten an das MIP zeitaufgelöst verfolgt werden kann, was es erlaubt, 

ein weiteres Ziel dieser Arbeit zu formulieren. Dieses weitere Ziel besteht darin, die Kinetik und 

Thermodynamik der Wechselwirkung zwischen MIP und Analyt näher zu untersuchen und somit 

die ablaufenden Wechselwirkungsprozesse bei der molekularen Erkennung dieser 

biomimetischen Erkennungselemente besser zu verstehen. Um dies zu verwirklichen, wird 

untersucht, ob in Biosensoren klassischerweise verwendete Bindungsmodelle auch auf MIPs 

angewendet werden können, welche Limitierungen dabei existieren und inwiefern sich die 

Bindungsparameter bei Änderung der Umgebungsbedingungen ändern. Durch die Kombination 

mit kalorimetrischen Messungen kann zudem aufgezeigt werden, wie sich Enthalpie und 

Entropie der Wechselwirkung entsprechend verhalten. Basierend auf der Gesamtheit dieser 

Daten wird ein Modell postuliert, das die Wechselwirkung zwischen MIP und Analyt detailliert 

beschreibt. Diese Arbeiten, die die Kombination aus optischer Sensorik und MIPs als 

Erkennungselement darstellen, fanden im Rahmen der vom Land Baden-Württemberg 

ƎŜŦǀǊŘŜǊǘŜƴ tǊƻƧŜƪǘŜ α.ƛƻƳƛƳŜǘƛǎŎƘŜǊ tǊƻȊŜǎǎǎŜƴǎƻǊά όCǀǊŘŜrkennzeichen 33-720.830-6-16A) 

ǳƴŘ α.ƛƻaLtά όCǀǊŘŜǊƪŜƴƴȊŜƛŎƘŜƴ троо-7-11.6-5A) statt.  

Der letzte Teil dieser Arbeit befasst sich ebenfalls mit der Untersuchung molekularer 

Wechselwirkungen. Hierbei wird untersucht, wie sich geringfügige strukturelle Änderungen 

eines Liganden auf dessen Wechselwirkung mit der Bindungstasche eines Protonenkanals 

auswirken. Dabei wird aufgezeigt, dass eine günstige Enthalpie der Wechselwirkung nicht immer 

ausreicht, sondern auch der entropische Beitrag von hoher Bedeutung für eine gute Anbindung 

in die Bindungstasche ist. 
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2. Theoretischer Teil 

2.1 Wechselwirkung von Strahlung und Materie 

2.1.1 Elektromagnetische Strahlung 

Elektromagnetische Strahlung kann als Transversalwelle mit der allgemeinen Wellengleichung 

(siehe Gl. 2.1.1) beschrieben werden. Formel-Kapitel 2 Abschnitt 1 

 
( )

0

i k x t
e

v jÖ - -
Y=Y Ö  Gl. 2.1.1 

Die Welle verfügt dabei über einen elektrischen und einen magnetischen Feldvektor, die 

orthogonal zueinander und orthogonal zum Wellenvektor k  stehen. Schwingen die elektrischen 

Feldvektoren mehrerer Photonen in ein und derselben Ebene wird die Strahlung hierbei als 

linear polarisiert bezeichnet. Weitere Polarisationsformen sind die elliptische Polarisation und 

die zirkulare Polarisation, bei denen der resultierende elektrische Feldvektor eine Ellipse bzw. 

eine Kreisbahn um die Ausbreitungsrichtung beschreibt. Die Wechselwirkung 

elektromagnetischer Strahlung mit Materie kann am allgemeinsten über den Brechungsindex n 

beschrieben werden, der sich aus dem Quotienten der Phasengeschwindigkeit der 

elektromagnetischen Strahlung im Vakuum (c0) und innerhalb von Materie (c) ergibt. 

 0c
n

c
=  Gl. 2.1.2 

Durch den Brechungsindex lässt sich nicht nur die Ausbreitung von Licht innerhalb von Materie 

beschreiben, sondern auch das Verhalten an Phasengrenzen, sowie, bei Mitberücksichtigung des 

Imaginärteils des Brechungsindex, auch das Absorptionsverhalten von Materie. 

2.1.2 Reflektion und Brechung 

Trifft ein Lichtstrahl auf eine Grenzfläche zwischen zwei Medien unterschiedlicher 

Brechungsindices, so kommt es zu Reflektion und Brechung, wie in Abbildung 1 illustriert. 

 

Abbildung 1: Reflektion und Brechung an einer Grenzschicht 
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Der reflektierte Anteil sowie der Brechungswinkel ʲ werden hierbei durch den Einfallswinkel h 

und den Brechungsindices n1 und n2 beider Medien bestimmt. Den Zusammenhang zwischen 

diesen Größen stellt hierbei das Brechungsgesetz von Snellius (Gl. 2.1.3) her: 

 1

2

sin

sin

n

n

a

b
=  Gl. 2.1.3 

Der reflektierte bzw. transmittierte Anteil des Lichtes lässt sich aus den Fresnelschen 

Gleichungen ableiten. Bei den Fresnelschen Gleichungen wird hierbei zwischen senkrecht und 

parallel zur Einfallsebene polarisiertem Licht differenziert. Für nicht magnetische Materialien mit 

gleicher magnetischer Permeabilität erhält man hierbei für die Amplitude des parallel zur 

Einfallsebene polarisierten Teilstrahls: 

 1

1 2

2 cos

cos cos

t e
parallel

e e tparallel

E n
t

E n n

a

a a

å õ Ö
= =æ ö

Ö + Öç ÷
 Gl. 2.1.4 

 2 1

2 1

cos cos

cos cos

e tr
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n nE
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E n n
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å õ Ö - Ö
= =æ ö

Ö + Öç ÷
 Gl. 2.1.5 

Hierbei werden t i und ri als Amplitudentransmissionskoeffizienten bzw. 

Amplitudenreflektionskoeffizieten bezeichnet. Entsprechend ergibt sich für die Amplitude des 

senkrecht zur Einfallsebene polarisierten Teilstrahls: 

 1

2 1

2 cos

cos cos

t e
senkrecht

e e tsenkrecht

E n
t

E n n

a

a a

å õ Ö
= =æ ö

Ö + Öç ÷
 Gl. 2.1.6 
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e tr
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n nE
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å õ Ö - Ö
= =æ ö
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 Gl. 2.1.7 

Betrachtet man nun den Fall eines senkrechten Auftreffens nicht polarisierter Strahlung auf eine 

Grenzfläche, so ergibt sich für diesen Spezialfall das Reflektionsvermögen R nach Gl. 2.1.8: 

 

2

1 2

1 2

r

e

I n n
R

I n n

å õ-
= =æ ö

+ç ÷
 Gl. 2.1.8 

Das Reflektionsvermögen R ist hierbei gleich dem Quotient aus der Intensität des reflektierten 

Lichtes Ir und des einfallenden Lichtes Ie. 

2.1.3 Reflektion am Mehrschichtsystem 

Die Grundlage für die Reflektometrische Interferenzspektroskopie (RIfS) bildet die 

Vielfachreflektion an dünnen Schichten [11]Φ !ƭǎ αŘǸƴƴŜ {ŎƘƛŎƘǘenά ǿŜǊŘŜƴ ƘƛŜǊōŜƛ {ŎƘƛŎƘǘen 

bezeichnet, deren Dicke im Bereich der Wellenlänge des verwendeten Lichts liegt. Bei einem 

solchen System aus mehreren planparallelen dünnen Schichten treten an jeder Phasengrenze 

Reflektion und bei nicht senkrechter Einstrahlung auch Brechung auf. Die Überlagerung der 
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reflektierten Teilstrahlen führt hierbei zur Interferenz. Die hierbei auftretenden Prozesse lassen 

sich gut an einem Dreischichtsystem exemplarisch zeigen. Ausgangspunkt ist eine Welle der 

Intensität 1, die in die dünne Schicht eindringt.  

 

Abbildung 2: Reflektion an dünnen Schichten. Der einfallende Strahl (1) tritt durch die Medien mit 
unterschiedlichen Brechungsindices hindurch, wird jedoch an den einzelnen Phasengrenzen teilweise reflektiert. 

An der Phasengrenze zwischen Medium 1 und Medium 2 wird ein Teil der eindringenden Welle 

reflektiert, der reflektierte Teilstrahl (1r) ergibt sich nach Gl. 2.1.9, die Intensität entsprechend 

aus dem Quadrat von r1. 

 1 2
1

1 2

n n
r

n n

-
=
+

 Gl. 2.1.9 

Die Intensität der transmittierten Welle (1t) wird somit auf den Wert 2

11 r-  reduziert. An der 

Phasengrenze zwischen Medium 2 und Medium 3 findet erneut Reflektion statt. Der reflektierte 

Teilstrahl (1tr) ergibt sich gemäß Gl. 2.1.10: 

 2 3
2

2 3

n n
r

n n

-
=
+

 Gl. 2.1.10 

Zurück in Richtung der Phasengrenze 1/2 läuft somit ein Strahl (1tr) mit der Amplitude 

2

2 11r rÖ -, der in Medium 3 transmittierte Strahl (1tt) hat eine Amplitude von ( )22 11r rÖ - . 

Wenn die an der Phasengrenze zwischen Medium 2 und Medium 3 reflektierte Welle auf die 

Phasengrenze zwischen Medium 1 und Medium 2 trifft, so wird erneut ein Teil reflektiert (1trr) 

und transmittiert (1trt). Die reflektierte Amplitude ergibt sich zu 12

1 2 11
i

r r r e
- D

- Ö Ö - Ö, der 

transmittierte Teil wird erneut um den Faktor 
2

11 r-  reduziert. Der Strahl (1trt) verlässt 

demnach die Schicht mit der Amplitude ( )22 11r rÖ - .  
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½ǳ ōŜŀŎƘǘŜƴ ƛǎǘ ƘƛŜǊōŜƛΣ Řŀǎǎ ŘŜǊ {ǘǊŀƘƭ мǘǊǘ ŘƛŜ ŘǸƴƴŜ {ŎƘƛŎƘǘ αaŜŘƛǳƳ нά ȊǿŜƛƳŀƭ ŘǳǊŎƘƭŀǳŦŜƴ 

hat. Es besteht somit ein Gangunterschied von 2 22 n dÖ Ö zwischen den reflektierten Strahlen 1r 

und 1trt, womit sich die Phase wie folgt ergibt: 

 1 1 1

4
n d

p

l
D = Ö Ö Gl. 2.1.11 

Für die Superposition dieser beider Strahlen ergibt sich: 

 ( ) 12

1 2 11
i

r r r e
- ÖD

+ Ö - Ö Gl. 2.1.12 

Da immer ein Teil wieder reflektiert wird, kommt man auf eine unendliche Zahl an 

mehrfachreflektierten Teilwellen, die sich überlagern. Man erhält hierbei für die final 

resultierende Welle folgenden Ausdruck: 

 

2 2

2 2

4

1 2

4

1 21

i n d

i

i n d

r r e
r e

r r e

p

l
e

p

l

Ö
- Ö Ö

Ö

Ö
- Ö Ö

+ Ö
Ö =

+ Ö Ö

 Gl. 2.1.13 

Die Multiplikation mit dem komplex konjugierten Wert ergibt die Reflektivität: 

 1 2

1 2

2 2
2 1 2 1

2 2

1 2 1

2 cos

1 2 cos

i
r r r r

R r e
r r r r

eÖ
+ + Ö Ö Ö D

= Ö =
+ Ö + Ö Ö Ö D

 Gl. 2.1.14 

Die wellenlängenabhängige Reflektivität an dünnen Schichten wird demnach nicht nur über den 

Brechungsindex der Materialien bestimmt, sondern wird durch den Gangunterschied moduliert. 

2.1.4 Reflektometrische Interferenzspektroskopie (RIfS) 

Wie aus dem letzten Abschnitt hervorgeht, hängt das Reflektionsvermögen dünner Schichten 

direkt vom Aufbau des Schichtsystems (physikalische Schichtdicke, Brechungsindex) sowie von 

der Wellenlänge ab. Diese physikalischen Zusammenhänge macht man sich bei der 

Reflektometrischen Interferenzspektroskopie zu Nutze.  

Hierzu wird Weißlicht von unten senkrecht auf einen optisch transparenten Transducer 

gestrahlt. Auf der Oberseite des Transducers befindet sich eine sensitive Schicht, die mit einem 

Analyten wechselwirken kann. Das eingestrahlte Licht wird an den Phasengrenzen des 

Transducers reflektiert. Die reflektierten Teilstrahlen überlagern sich, man erhält demnach ein 

für ein bestimmtes Schichtsystem charakteristisches Interferenzspektrum, wie in Kapitel 2.1.3 

beschrieben. Ändern sich die optischen Eigenschaften der sensitiven Schicht (sprich 

physikalische Schichtdicke und/oder Brechungsindex) beispielsweise durch Anbindung eines 

Analyten, so hat dies entsprechende Änderungen im Interferenzspektrum zur Folge. Die 

Intensität des reflektierten Teilstrahls lässt sich nach Gleichung Gl. 2.1.15 berechnen [12]: 

 2 2

1 2 1 2

0

4
2 cosRI n d

r r r r
I

p

l

Ö Ö Öå õ
= + + Ö Ö Öæ ö

ç ÷
 Gl. 2.1.15 
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Für den Fall, dass keine Phasensprünge auftreten, erhält man mit den Intensitäten der 

reflektierten Teilstrahlen I1 und I2: 

 
1 2 1 2

4
2 cosR

n d
I I I I I

p

l

Ö Ö Öå õ
= + + Ö Ö Öæ ö

ç ÷
 Gl. 2.1.16 

Man erhält somit für ganzzahlige Vielfache des Terms 
2 n d

l

Ö Ö
 Maxima, für halbzahlige Vielfache 

Minima. Verfolgt man nun die zeitliche Änderung eines Extrempunktes im Interferenzspektrum, 

so kann auf die Änderung der optischen Schichtdicke (Produkt aus Brechungsindex n und 

physikalischer Schichtdicke d) der sensitiven Schicht rückgeschlossen werden, was es somit 

erlaubt, molekulare Wechselwirkungen an Oberflächen zu beobachten. 

 

 

Abbildung 3: Schematische Darstellung des Funktionsprinzips der Reflektometrischen Interferenzspektroskopie. 
Licht fällt durch einen Transducer auf eine sensitive Schicht und wird dort reflektiert gemäß ihrer optischen 
Eigenschaften n1·d1. Bindet ein Analyt an die sensitive Schicht (rechts), so ändern sich deren optische Eigenschaften 
(n2·d2.) und das Interferenzspektrum verschiebt sich. 

Da sowohl die physikalische Schichtdicke d als auch der Brechungsindex n in das detektierte 

Signal zu gleichen Anteilen einfließen, heben sich deren entgegengesetzte 

Temperaturabhängigkeiten gegenseitig auf, so dass RIfS unempfindlich gegenüber 

Temperaturschwankungen ist [13]. 

Alternativ zum Verfolgen der Änderung eines Extrempunktes im Interferenzspektrum kann man 

zur Auswertung der Messdaten ebenfalls die Intensitätsänderung bei einer Wellenlänge 

heranziehen. Diese Methode wird als 1-l-Reflectometric Interference Sensing (1-l-RIfS) 

bezeichnet. Die Auswahl der optimalen Wellenlänge hängt hierbei stark vom betrachteten 

System ab, da nicht jede Wellenlänge dieselbe Signaldynamik zeigt. Die in dieser Arbeit 

gezeigten 1-l-RIfS-Messungen wurden hierbei stets bei der Wellenlänge mit der maximalen 

Signaländerung durchgeführt.  
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2.1.5 Absorption von Strahlung 

Die Grundvoraussetzung für die Absorption von Strahlung bildet die Resonanzbedingung. Dies 

bedeutet, dass die Energie der Strahlung der Energiedifferenz zwischen zwei Energienieveaus 

entsprechen muss. Im UV/Vis Bereich entspricht die Energiedifferenz hierbei derjenigen 

zwischen zwei unterschiedlichen elektronischen Zuständen. 

Lambert-Beersches Gesetz 

Beim Durchtritt eines Lichtstrahls durch einen absorbierenden Stoff wird der Lichtstrahl 

absorbiert, wodurch dessen Intensität vom Anfangswert I0 nach I hin abnimmt. Der Quotient I/I0 

wird als Transmissionsvermögen bezeichnet, log10(1/T) als die Extinktion. Nach dem Lambert-

Beerschen Gesetz Gl. 2.1.17 gilt hierbei, dass die Extinktion proportional zur Konzentration c des 

absorbierenden Stoffes sowie der Weglänge d des Lichtes durch die Probe ist. Der 

ProportionalitŅǘǎŦŀƪǘƻǊ ʶ ˂ist eine wellenlägenabhängige Stoffkonstante und wird als dekadischer 

molarer Extinktionskoeffizient bezeichnet. 

 0
10log

I
E c d

I
le= = Ö Ö Gl. 2.1.17 

Das Lambert-Beersche Gesetz gilt hierbei für verdünnte Lösungen und bildet die Basis für die 

Quantifizierung von Stoffen mittels UV/Vis Spektroskopie. Wichtig ist hierbei, dass keinerlei 

Störungen des Systems (wie z.B. Wechselwirkung von einzelnen Molekülen des absorbierenden 

Stoffes untereinander) vorliegen.  
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2.2 Thermodynamische Grundlagen 

2.2.1 Erster Hauptsatz der Thermodynamik 

Der erste Hauptsatz der Thermodynamik besagt, dass die Summe an Wärme Qµ  und 

Arbeit Wµ , die ein System mit seiner Umgebung austauscht, gleich der Änderung der inneren 

Energie dU des Systems ist: Formelabschnitt (nächster) 

 dU Q W=µ +µ Gl. 2.2.1 

Betrachtet man nun den Fall, dass ein System nur Volumenarbeit mit seiner Umgebung 

austauschen kann, so kann man Gl. 2.2.1 umformulieren: 

 dU Q W Q pdV=µ +µ =µ - Gl. 2.2.2 

Dies bedeutet, dass für isochore Prozesse (dV=0) die Änderung der inneren Energie gleich der 

Änderung der Wärme des Systems entspricht: 

 V VdU Q=µ  Gl. 2.2.3 

Um nun isobar ablaufende Prozesse (dp=0) analog zu beschreiben wird die Enthalpie definiert: 

 ( )dH dU d pV dU Vdp pdV= + = + + Gl. 2.2.4 

Analog zu Gl. 2.2.3 bedeutet dies für isobare Prozesse, dass die Änderung der Enthalpie gleich 

der Änderung der Wärme des Systems entspricht: 

 pdH dU pdV Q= + =µ Gl. 2.2.5 

Hierbei werden je nach der mit der Umgebung ausgetauschten Wärmemenge Prozesse mit: 

¶ dH=0 als isenthalpisch 

¶ dH>0 als endotherm 

¶ dH<0 als exotherm 

bezeichnet. 

2.2.2 Zweiter Hauptsatz der Thermodynamik 

Der erste Hauptsatz der Thermodynamik liefert nur Aussagen darüber, inwiefern sich Wärme 

und Arbeit während eines Prozesses ändern, jedoch liefert er keine Hinweise in welche Richtung 

ein Prozess abläuft. Der zweite Hauptsatz führt hierzu die Entropie ein, welche Informationen 

über die Richtung spontan ablaufender Prozesse gibt. In einem abgeschlossenen System nimmt 

die Entropie bei irreversiblen Prozessen zu: 

 gesamt
S 0 Gl. 2.2.6 
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Die Entropie ist dabei thermodynamisch definiert nach Gl. 2.2.7 : 

 
dQ

dS
T

 Gl. 2.2.7 

Die Entropie eines Systems kann auch über die statistische Thermodynamik definiert werden. 

Die Boltzmann-Formel Gl. 2.2.8 stellt dabei den Zusammenhang zwischen Entropie und der 

Verteilung der Zustände bei gegebener Temperatur eines Systems her. 

 lnS k W= Ö  Gl. 2.2.8 

Die Entropie kann demnach als ein Maß für die Unordnung des Systems betrachtet werden. 

¦ƴǘŜǊ ŘŜƴ ƎŜƎŜōŜƴŜƴ .ŜŘƛƴƎǳƴƎŜƴ όȊΦ.Φ ¢ŜƳǇŜǊŀǘǳǊΣ 5ǊǳŎƪΣΧύ ǎǘǊŜōǘ ŘŜƳƴŀŎƘ ƧŜŘŜǎ {ȅǎǘŜƳ 

eine möglichst breite Verteilung der Teilchenzustände an. Konkret bedeutet dies, dass zum 

Beispiel eine hochgeordnete Ausrichtung von Solvensmolekülen in der Hydrathülle eines 

Moleküls entropisch eher ungünstig ist. Durch Abstreifen der Solvathülle können die 

Solvensmoleküle eine höhere Anzahl an Zuständen einnehmen, wodurch dieser Prozess 

entropisch begünstigt ist.  

2.2.3 Die Freie Enthalpie 

Um eine Zustandsänderung in einem System komplett zu beschreiben, bedarf es somit Angaben 

bezüglich der Änderung der Wärme des Systems wie auch der Entropie. Gibbs und Helmholtz 

führten hierzu zur Verknüpfung dieser beider Größen die Freie Enthalpie G (für isobare Prozesse) 

sowie die freie Energie F (für isochore Prozesse) ein, die als Bedingung für den Ablauf eines 

spontanen Prozesses in einem geschlossenen System gelten: 

 F U T S  Gl. 2.2.9 

 G H T S  Gl. 2.2.10 

Im Folgenden wird die Diskussion auf isobare Fälle beschränkt, da sämtliche Experimente, die in 

dieser Dissertation beschrieben sind, unter diesen Bedingungen durchgeführt wurden. Für 

Änderungen des Systems ergibt sich somit der Zusammenhang nach Gl. 2.2.11. Ist ein System im 

Gleichgewicht, so ist die Änderung der Freien Enthalpie null. 

 G H T S  Gl. 2.2.11 

Möchte man beschreiben, wie sich ein System, das sich noch nicht im Gleichgewicht befindet 

verhalten wird, wird die freie Standardenthalpie DG0 eingeführt. Diese Energie beschreibt das 

Verhalten des Systems unter Standardbedingungen und gibt quasi die energetischen 

Unterschiede zwischen Ausgangs- und Endzustand des Systems wider. Hierbei läuft eine 

Reaktion dann freiwillig ab, wenn die Bedingung DG0<0 erfüllt ist.  
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2.2.4 Die Freie Enthalpie von Reaktionen 

Die Gleichgewichtskonstante einer chemischen Reaktion gibt Informationen darüber, in welcher 

Relation Edukte und Produkte zueinander stehen. Gegeben sei folgende Reaktion: 

 a

d

k

k
A B AB  

Hierbei bezeichnet ka die Geschwindigkeitskonstante der Hinreaktion, kd die 

Geschwindigkeitskonstante der Rückreaktion. Die Assoziationskonstante KA (auch 

Gleichgewichtskonstante genannt) bzw. die Dissoziationskonstante KD der Reaktion ergibt sich 

zu: 

 
[ ]
[][]

1 a
A

D d

ABk
K

K k A B
= = =

Ö
 Gl. 2.2.12 

Die Assoziationskonstante einer Reaktion kann hierbei mit der freien Enthalpie verknüpft 

werden: 

 0 ln AG G R T KD =D + Ö Ö Gl. 2.2.13 

Für ein System, das sich im Gleichgewicht befindet (ɲD=0) kann man somit direkt aus der 

Gleichgewichtskonstante die Freie Standardreaktionsenthalpie bestimmen. Diese steht nach der 

Gibbs Gleichung direkt in Beziehung mit der Standardreaktionsenthalpie sowie der 

Standardreaktionsentropie: 

 
0 0 0G H T SD =D - D Gl. 2.2.14 

2.2.5 Bestimmung von thermodynamischen Reaktionsparametern 

Um den Ablauf von Wechselwirkungsprozessen besser verstehen und daraus Schlussfolgerungen 

für nicht bekannte Systeme ziehen zu können, ist die Kenntnis der im vorangegangenen 

Abschnitt eingeführten thermodynamischen Parameter essentiell. So sind kinetische Daten 

prinzipiell durch zeitabhängige Konzentrationsmessungen der Reaktanden einer Reaktion 

zugänglich. Eine Messung der Produkte in Abhängigkeit der Konzentration der Edukte erlaubt die 

Bestimmung der Gleichgewichtskonstante der Reaktion. Durch temperaturabhängige 

aŜǎǎǳƴƎŜƴ ƪŀƴƴ ȊǳŘŜƳ ƳƛǘǘŜƭǎ ŘŜǊ ǾŀƴΩǘ IƻŦŦΩǎŎƘŜƴ wŜŀƪǘƛƻƴǎƛǎƻōŀǊŜƴ [14] die 

Reaktionsenthalpie bestimmt werden. 

 
0

2

ln

p

K H

T RT

µ Då õ
=æ ö

µç ÷
 Gl. 2.2.15 

Da die Bestimmung mehrerer Gleichgewichtskonstanten bei unterschiedlichen Temperaturen 

recht aufwändig ist, sind kalorimetrische Methoden, die eine direkte Messung der 

Reaktionsenthalpie erlauben, hierfür weitaus besser geeignet. Bei kalorimetrischen Methoden 

wird die Wärmeänderung ɲv gemessen, die mit einer stofflichen Umwandlung verbunden ist. 

Genaue technische Details zur Messung dieser Wärmeänderung sind in Kapitel 3.3.1 erläutert. 
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2.2.6 Isotherme Titrationskalorimetrie (ITC) 

Eine kalorimetrische Methode, deren Grundlagen im Folgenden näher erläutert werden sollen, 

stellt die isotherme Titrationskalorimetrie dar. Bei einem ITC Experiment wird der Ligand 

sukzessive zu einer bestimmten Stoffmenge an Rezeptor in der Vorlage zutitriert. Es kommt zur 

Reaktion zwischen Ligand und Rezeptor, bei der Wärme freigesetzt oder aufgebraucht wird. Die 

mit der Reaktion verbundene Reaktionswärme wird registriert. Welcher Anteil der zutitrierten 

Menge an Ligand mit dem Rezeptor reagiert, hängt dabei von der Gleichgewichtskonstanten, der 

Konzentration des Rezeptors sowie von der Konzentration des Liganden ab. Dies ist im 

Folgenden für eine Reaktion mit äquimolarer Stöchiometrie zwischen Ligand L und Rezeptor R, 

die einen Ligand-Rezeptor Komplex LR ausbilden beschrieben. Diese Herleitung wurde der 

Publikation von Wisemann et al. [15] entnommen: 

a

d

k

k
L R LR  

Es lässt sich somit die Gleichgewichtskonstante nach Gl. 2.2.16 formulieren. 

 
[ ]
[][]A

LR
K

L R
=

Ö
 Gl. 2.2.16 

Für die gesamte Stoffmenge an Ligand (Lges) und Rezeptor (Rges) erhält man somit folgende 

Ausdrücke: 

 [][ ]gesL L LR= +  Gl. 2.2.17 

 [][ ]
[ ]
[]

[ ]
[ ]

[ ]( )
[ ]ges

A ges A

LR LR
R R LR LR LR

L K L LR K
= + = + = +

Ö - Ö
 Gl. 2.2.18 

Durch Multiplikation mit dem Nenner im rechten Ausdruck von Gl. 2.2.18 erhält man folgende 

quadratische Gleichung: 

 [ ] [ ]
2 1

0ges ges ges ges

A

LR LR R L R L
K

å õ
+ - - - + Ö =æ ö

ç ÷
 Gl. 2.2.19 

Als Lösung dieser quadratischen Gleichung erhält man somit den in Gl. 2.2.20 dargestellten 

Term: 

 [ ]

2

1 1
4

2

ges ges ges ges ges ges

A A

L R L R L R
K K

LR

å õ å õ
+ + ° + + - Ö Öæ ö æ ö

ç ÷ ç ÷
=  Gl. 2.2.20 
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Um nun die Änderung der als Ligand-Rezeptor Komplex vorliegenden Moleküle in Abhängigkeit 

der gesamten zutitrierten Mengen an Ligand zu erhalten, differenziert man Gleichung Gl. 2.2.20 

nach Lges: 

 
[ ]

2

2
2 2

1 1

2 2
1

4

ges ges

A

ges

ges ges ges ges

A

L R
d LR K

dL
L R L R

K

Ö - Ö +

= + Ö

å õ
+ + - Ö Öæ ö

ç ÷

 Gl. 2.2.21 

Um Gleichung Gl. 2.2.21 zu vereinfachen, werden folgende Substitutionen definiert, wobei c 

ihrer Wichtigkeit wegen auch als Wisemannkonstante bezeichnet wird: 

 
1 1

A ges

r
K R c
= =

Ö
 Gl. 2.2.22 

 
ges

V

ges

L
L

R
=  Gl. 2.2.23 

Durch Einsetzen dieser Substitutionen in Gl. 2.2.21 erhält man folgenden Term: 

 
[ ] ( )

( )( )
22

1 1
1 1

1 2 2

2 2 1 1

V

ges
V V

r Ld LR

dL L L r r

- + -

= +
- - + +

 Gl. 2.2.24 

Die im Kalorimeter gemessene Änderung der Wärmemenge dQ ist direkt proportional zur 

Änderung der Konzentration an Ligand-Rezeptor Komplex: 

 [ ] 0

0dQ d LR H V= ÖD Ö Gl. 2.2.25 

Hierbei ist DH0 die Standard Bindungsenthalpie und V0 das Volumen der Messzelle. Die 

registrierte Wärmemenge pro Injektion (dQ/dLges) wird also sehr stark durch die 

Wisemankonstante c und die Enthalpie der Reaktion beeinflusst. Dies wird in Abbildung 4 

deutlich, hier ist dQ/dLges gegen das molare Verhältnis von Ligand zu Rezeptor zum jeweiligen 

Injektionszeitpunkt (LV) für verschiedene Wiesmannkonstanten und verschiedene 

Bindungsenthalpien aufgetragen.  

Die Form der erhaltenen Titrationskurve wird stark vom c-Wert geprägt, die Enthalpie der 

wŜŀƪǘƛƻƴ ŦǸƘǊǘ ƭŜŘƛƎƭƛŎƘ Ȋǳ ŜƛƴŜǊ α{ǘǊŜŎƪǳƴƎά ŘŜǊ YǳǊǾŜΦ !ǳǎ ŘƛŜǎŜƳ {ŀŎƘǾŜǊƘŀƭǘ ŜǊƎŜōŜƴ ǎƛŎƘ 

einige Limitierungen für die Bestimmungen von Stöchiometrie, Affinität und Enthalpie einer 

Ligand-Rezeptor Wechselwirkung mittels ITC.  
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Abbildung 4: Simulierte Titrationskurvenscharen für eine äquimolare Ligand-Rezeptor Wechselwirkung. Links: 
Variation des c-Wertes (Produkt aus Affinitätskonstante und Konzentration des Rezeptors) bei fester Enthalpie, 
Rechts: Variation der Enthalpie bei festem c-Wert. 

So sollte für die Bestimmung der Affinitätskonstante ein c-Wert zwischen 1 und 1000 gewählt 

werden. Dies wiederum hat als Konsequenz, dass mittels ITC die Bindungskonstante sehr 

hochaffiner und sehr niederaffiner Systeme nur bedingt ermittelt werden kann. Für sehr 

niederaffine Systeme benötigt man eine sehr hohe Konzentration an Rezeptor, wodurch man 

oftmals Probleme mit der Löslichkeit erhält bzw. sich diese Experimente aus Kostengründen 

nicht realisieren lassen. Für sehr hochaffine Systeme muss eine entsprechend niedere 

Konzentration des Rezeptors gewählt werden. Hierbei setzt wiederum die Messtechnik die 

Grenzen, da die Messzelle des Kalorimeters nur ein bestimmtes Volumen fasst und eine gewisse 

Mindestmenge an freigesetzter Wärme für eine Messung notwendig ist. 

Falls nur die Enthalpie bzw. Stöchiometrie einer Wechselwirkung bestimmt werden sollen, so ist 

dies für hochaffine Systeme gut möglich. Für niederaffine Systeme hat man hier ebenfalls die 

oben genannten Limitierungen. 
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2.3 Zwischenmolekulare Wechselwirkungen 

Für die dreidimensionale Anordnung einzelner Strukturelemente eines Moleküls als auch für 

Strukturen, die sich aus mehreren Molekülen ergeben, ist eine Reihe an intra- bzw. 

intermolekularen Wechselwirkungskräften verantwortlich. Diese Wechselwirkungskräfte sorgen 

zum Beispiel dafür, dass ein Protein seine aktive Form ausbilden kann oder Polymerketten so 

zusammengehalten werden, dass die Struktur des Polymers erhalten bleibt. Je nach Ursache und 

Stärke wird hierbei zwischen verschiedenen Arten der Wechselwirkung zwischen Teilchen 

differenziert. Formelabschnitt (nächster) 

2.3.1 Elektrostatische Wechselwirkungen 

Die Basis für diese Wechselwirkungskräfte bildet hierbei die Coulombsche Kraft, die zwischen 

zwei geladenen Teilchen auftritt. Bei dieser elektrostatischen Wechselwirkung zwischen 

geladenen sphärischen Teilchen, wie z.B. in Salzen, kommt es zur Ausbildung eines reinen 

Coulombpotentials, welches proportional zur Ladung und zum reziproken Abstand der Teilchen 

ist. Bei der Wechselwirkung zwischen einem Ion und einem Dipol erhöht sich die 

Abstandsabhängigkeit, so dass eine Abhängigkeit zum Quadrat des reziproken Abstandes 

vorliegt. 

Geht man nun zur Betrachtung der Wechselwirkung ungeladener, polarer Moleküle über, wird 

anstelle der Ladung lediglich ihre Teilladung über das Dipolmoment berücksichtigt. Bei ruhenden 

Dipolen erhält man hierbei eine Abstandsabhängigkeit der Dipol-Dipol Wechselwirkung, die 

proportional zur dritten Potenz des reziproken Abstandes ist und von der räumlichen 

Orientierung der Dipole zueinander abhängt. Mittelt man über alle Orientierungen unter 

Berücksichtigung der Wahrscheinlichkeit der Orientierungen, so erhält man die in Gl. 2.3.1 

dargestellte Proportionalität des Potentials V zur sechsten Potenz des reziproken 

Abstandes [16].  
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2.3.2 Induktive Wechselwirkungen 

Liegt in einem Wechselwirkungspartner kein permanenter Dipol vor, kann mittels induktiver 

Wechselwirkungen ein solcher erzeugt werden. In die Beschreibung eines solchen 

Wechselwirkungspotentials fließt die Polarisierbarkeit des Moleküls mit ein, so dass sich hierfür 

der in Gleichung Gl. 2.3.2 dargestellte Ausdruck ergibt. Eine Temperaturabhängigkeit tritt bei 
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diesem Potential nicht auf, da der induzierte Dipol stets der Richtung des induzierenden, 

permanenten Dipols folgt. 
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2.3.3 Dispersionswechselwirkungen 

Auch bei der Wechselwirkung zwischen Molekülen, bei der beide Wechselwirkungspartner kein 

permanentes Dipolmoment besitzen und nicht bzw. nur geringfügig polarisierbar sind, kann es 

durch kurzzeitige Fluktuationen in der Elektronendichteverteilung zu einer gegenseitigen 

Induktion und somit zu Dispersions- oder Londonschen Wechselwirkungen kommen. Nach 

Definition der IUPAC werden mit Ausnahme der elektrostatischen Wechselwirkung alle diesen 

Wechselwirkungen zugrunde liegenden Kräfte unter dem Begriff der Van-der-Waals 

Wechselwirkungen zusammengefasst [17]. 

2.3.4 Hydrophobe Wechselwirkungen 

Einen Sonderfall zwischenmolekularer Interaktionen stellen hydrophobe Wechselwirkungen dar. 

Diesen liegt im Gegensatz zu den oben genannten Wechselwirkungen nicht direkt ein 

abstandsabhängiges Potential zugrunde. Hydrophobe Wechselwirkungen treten auf, wenn ein 

unpolarer Stoff in einem polaren Stoff gelöst ist. An der Grenzfläche zwischen polarem und 

unpolarem Stoff sind die Teilchen des polaren Lösemittels relativ starr angeordnet, um die 

Grenzflächenenergie zu minimieren. Durch Aggregieren des unpolaren Stoffes wird dessen 

Grenzfläche zum polaren Stoff verringert und somit auch die Anzahl der hochgeordneten 

polaren Teilchen an der Grenzfläche. Hierdurch resultiert ein Gewinn an Entropie, der somit 

verantwortlich für diese Wechselwirkung ist. 

2.3.5 Wasserstoffbrückenbindungen 

Zwischen zwei elektronegativen Atomen A und B kann sich eine Wasserstoffbrückenbindung der 

Form !φIϊϊϊ. ŀǳǎōƛƭŘŜƴΦ IƛŜǊōŜƛ ƪƻƳƳǘ Ŝǎ ȊǳǊ !ǳǎōƛƭŘǳƴƎ ŜƛƴŜǎ ŘŜƭƻƪŀƭƛǎƛŜǊǘŜƴ aƻƭŜƪǸlorbitals, 

welches zu einer Absenkung der Gesamtenergie führt. Die Wechselwirkungsenergie ist hierbei 

recht hoch, sie beträgt für Wassermoleküle ca. 20 kJ/mol und kann für andere Systeme bis zu 

100 kJ/mol betragen [18]. Eine Übersicht über die Stärke der verschiedenen 

zwischenmolekularen Wechselwirkungen bietet Tabelle 1 in Kapitel 2.5.1. 
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2.4 Wechselwirkungsprozesse an Oberflächen 

Bei der Beobachtung von Wechselwirkungsprozessen an Oberflächen im Durchfluss muss neben 

der eigentlichen Reaktion zwischen den Wechselwirkungspartnern auch der Stofftransport hin 

zur Oberfläche mit berücksichtigt werden. Formelabschnitt (nächster) 

 

Abbildung 5: Wechselwirkungsprozesse an Oberflächen im Durchfluss 

Die Konzentration des mobilen Bindungspartners im Bulk ist bei Messungen im Durchfluss 

konstant, da dieser stets nachgeliefert wird. Durch die Anbindung des mobilen Bindungspartners 

an die Oberfläche durch eine Affinitätsreaktion kommt es zu einer Verarmung des mobilen 

Bindungspartners nahe der Oberfläche, wodurch es nach dem 1. FickΨschen Gesetz zur 

Ausbildung eines linearen Konzentrationsgradienten hin zum Bulk kommt. Die Dicke dieser 

Diffusionschicht wird bei solchen Oberflächenreaktionen durch die Wechselwirkungskinetik, die 

Diffusionskinetik und die Konzentration an mobilem Liganden im Bulk bestimmt. Formal gesehen 

handelt es sich bei diesem Prozess somit um eine Folgereaktion, bei dem der langsamere 

Prozess jeweils den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt darstellt. Um einen vernachlässigbar 

kleinen Einfluss der Diffusion auf die Wechselwirkungskinetik zu erhalten und somit anhand der 

aufgezeichneten Bindungskurven kinetische Daten ermitteln zu können, sollte die Diffusion an 

die Oberfläche ca. 10-mal schneller ablaufen als die Reaktion an der Oberfläche [19]. Für 

Systeme mit einer schnellen Wechselwirkungskinetik im Bereich von 105 mol/L·s wie z.B. 

Antigen-Antikörper-Wechselwirkungen hat dies zur Konsequenz, dass eine Ausdünnung der 

Oberflächenbeladung erfolgen muss. Systeme mit weitaus kleineren 

Assoziationsratenkonstanten können ohne Ausdünnung der Oberfläche hinsichtlich ihrer 

Bindungskinetik charakterisiert werden. 

Die Anbindung eines Liganden (L) an eine Wechselwirkungsstelle an der Oberfläche (R) kann bei 

Vernachlässigung der Diffusion somit durch Reaktionsgleichung Gl. 2.4.1 dargestellt werden. 

 a

d

k

k
L R LR+  Gl. 2.4.1 
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Für diese Reaktion ergibt sich die Bindungsrate ŘɱόǘύκŘǘ aus der Anzahl der belegten 

Bindungsplätze ɱόǘύ, der Konzentration des Liganden c und der Zahl der freien Bindungsplätze an 

der Oberfläche nach Gl. 2.4.2. Die Zahl der freien Bindungsplätze lässt sich aus der Differenz der 

maximal belegten Bindungsplätzen ɱmax und der Zahl der belegten Bindungsplätze ɱόǘύ errechnen. 

 
()

( ) () ()max maxa a d a s

d t
k c k c k t k c k t

dt

G
= Ö ÖG - Ö + ÖG = Ö ÖG - ÖG Gl. 2.4.2 

Betrachtet man diese Reaktion im Durchfluss, so bleibt die Konzentration des Liganden konstant 

und man kann Gleichung Gl. 2.4.2 als Kinetik pǎŜǳŘƻ ŜǊǎǘŜǊ hǊŘƴǳƴƎ ŀǳŦŦŀǎǎŜƴ ǳƴŘ ƴŀŎƘ ɱόǘύ 

auflösen.  

 () ( )t 1 sk t

GG e
- Ö

G =G Ö - Gl. 2.4.3 

Die Gleichgewichtsbeladung ɱGG beschreibt die erreichte Anzahl der belegten Bindungsplätze 

sobald sich das System im Gleichgewicht befindet. Bei Verwendung eines Langmuir 

Sorptionsmodells für die Assoziation erhält man für die Gleichgewichtsbeladung den in 

Gleichung Gl. 2.4.4 aufgezeigten Zusammenhang mit der Maximalbeladung ɱmax und der 

Assoziationskonstanten KA: 

 max
1

A
GG

A

K c

K c

Ö
G =G Ö

+ Ö
 Gl. 2.4.4 

Anhand der in Gleichung Gl. 2.4.3 und Gl. 2.4.4 dargelegten Zusammenhänge wird deutlich, dass 

man durch die Analyse von Bindungskurven Aussagen über Kinetik und Thermodynamik des 

Systems erhalten kann. Formelabschnitt (nächster) 

  



Theoretischer Teil 

 
 

 
- 19 - 
 

2.5 Molekular geprägte Polymere (MIPs) 

2.5.1 Allgemeine Beschreibung von molekular geprägten Polymeren 

Molekular geprägte Polymere (MIPs) sind künstliche Erkennungselemente, die über 

Bindungsstellen für ein bestimmtes Templatmolekül verfügen. Diese Bindungsstellen entstehen 

während des Polymerisationsprozesses durch die Wechselwirkung zwischen funktionellen 

Monomeren und einem Templatmolekül. Durch Extraktion des Templatmoleküls nach 

abgeschlossener Polymerisation verbleiben Bindungsstellen im Polymer, die eine spezifische 

Wechselwirkung und somit eine molekulare Erkennung ermöglichen (siehe Abbildung 6).  

 

Abbildung 6: Schematische Darstellung des molekularen Prägens. 

Als Gründerväter des molekluaren Prägens sind Wulff [20] und Mosbach [21] bekannt, die 

erstmals molekular geprägte Polymere als spezifische Trennmaterialien verwendeten. Für die 

Herstellung molekular geprägter Polymere werden ein oder mehrere unterschiedliche 

funktionelle Monomere sowie ein Quervernetzer benötigt. Die funktionellen Monomere werden 

so ausgewählt, dass sie in ihrer chemischen Funktionalität gut dazu in der Lage sind mit dem 

Templatmolekül zu wechselwirken. So kommen je nach Templatmolekül unter anderem basische 

(z.B. Vinylpyridin), saure (z.B. Acrylsäure(derivate)), oder auch hydrophobe (z.B. Styrol) 

Monomere zum Einsatz, um nur ein paar Beispiele zu nennen [22]. Für die Auswahl des am 

besten geeigneten funktionellen Monomers existieren zahlreiche Ansätze, unter anderem wird 

hierfür auf molekulardynamische Modellierung [23] und kombinatorische Methoden [24] 

zurückgegriffen.  

Je nach Art der Wechselwirkung zwischen Templatmolekül und funktionellem Monomer wird 

zwischen kovalentem und nichtkovalentem Prägen differenziert. Beim kovalenten Prägen 

kommt es ς im Gegensatz zum nicht kovalenten Prägen - zur Ausbildung einer kovalenten 

Bindung zwischen funktionellem Monomer und Templatmolekül. Diese kovalente Bindung wird 

nach Abschluss der Polymerisation beim Extraktionsschritt wieder gebrochen. Dieses 

Prägeverfahren führt zu einer recht homogenen Verteilung der Bindungskavitäten hinsichtlich 

ihrer Form und Affinität. Allerdings kann es nicht für jedes Templatmolekül verwendet werden, 

da bestimmte chemische Funktionalitäten im Templatmolekül vorhanden sein müssen, die eine 

reversible und einfache kovalente Anbindung an das funktionelle Monomer ermöglichen (z.B. 

IȅŘǊƻȄȅƭƎǊǳǇǇŜƴΣ {ŅǳǊŜŦǳƴƪǘƛƻƴŜƴΣΧύΦ CǸǊ ƪƻǾŀƭŜƴǘ ƎŜǇǊägte Polymere resultiert zudem eine 

recht langsame Bindungskinetik und eine aufwändige Regeneration, da bei der molekularen 

Erkennung die kovalenten Bindungen zwischen Templatmolekül und funktionellem Monomer 

erneut geknüpft werden [5].  

Aus diesen Gründen wird in den meisten Publikationen, welche die Synthese von MIPs 

beschreiben, ein nichtkovalenter Prägeansatz verfolgt. Der Vorteil einer schnelleren 
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Bindungskinetik und einer Anwendbarkeit dieses Prägeverfahrens auf beliebige Moleküle muss 

jedoch durch eine breitere Verteilung der Bindungsstellen sowie eine hohe benötigte Menge an 

Templatmolekül erkauft werden [25]. Zur spezifischen molekularen Erkennung tragen hierbei 

nichtkovalente zwischenmolekulare Wechselwirkungskräfte (siehe Abschnitt 2.3) bei. Eine 

Übersicht der unterschiedlichen nichtkovalenten Wechselwirkungen, die bei der 

Wechselwirkung zwischen funktionellem Monomer und Templatmolekül auftreten können, sind 

mitsamt ihrer ungefähren Bindungsenergie in Tabelle 1 aufgelistet. 

Tabelle 1: Zwischenmolekulare Wechselwirkungen, die bei nichtkovalent geprägten Polymeren zur molekularen 
Erkennung beitragen. Bindungsenergie entnommen aus [26] 

Wechselwirkung 
Graphische 
Darstellung 

Beispiel 
Bindungsenergie 

[kJ/mol] 

Ionische Wechselwirkung 

 
NH3

+

O

O
-

 

80-300 

Ion-Dipol Wechselwirkung 

 

F

FO
-

O

d+ d
-

 

50-200 

Dipol-Dipol 
Wechselwirkung 

 
F

d
+
d

-

O
d

+
d

-

 

4-40 

Wasserstoffbrücken 
Wechselwirkung 

 

O H O...

 

4-120 

Dispersions-
Wechselwirkung 

 d+
d-

d+ d-

CH2 CH2

CH2 CH2...

...

 

0-6 

 

Neben dem funktionellen Monomer ist ebenfalls der Crosslinker von Bedeutung für das optimale 

Bindeverhalten von molekular geprägten Polymeren. Der Crosslinker dient der Vernetzung der 

funktionellen Monomere und hält diese in ihrer Position, so dass die Struktur der 

Bindungskavität erhalten bleibt. Der Crosslinker soll dabei eine möglichst geringe 

Wechselwirkung mit dem Templatmolekül aufzeigen, um eine gute molekulare Erkennung im 

MIP zu gewährleisten [27]. Zudem darf das Gerüst, das durch den Crosslinker erzeugt wird, nicht 

zu flexibel oder zu starr sein. Ersteres würde die Struktur des MIPs nicht konstant halten, 

letzteres würde ein (schnelles) Eindringen des Templatmoleküls in das Polymer behindern. 

Neben der chemischen Zusammensetzung des Polymers haben auch das konkrete 

Polymerisationsverfahren, das Solvens in der die Polymerisation durchgeführt wird, sowie 

Additive, die während des Polymerisationsprozesses zugesetzt werden, einen Einfluss auf das 

geprägte Polymer und dessen molekularen Erkennungseigenschaften [28].  
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Um die Leistungsfähigkeit und das spezifische Erkennungsvermögen von geprägten Polymeren 

zu evaluieren, wird zum einen deren Sorptionsverhalten gegenüber strukturell ähnlichen 

Molekülen untersucht. Zum anderen werden die geprägten Polymere mit einem nicht geprägten 

Polymer (NIP) verglichen, das mittels desselben Herstellungsprozesses erzeugt wurde, jedoch in 

Abwesenheit des Templatmoleküls. 

2.5.2 Polymerisationsverfahren zur Synthese von MIPs 

Für die Synthese von molekular geprägten Polymeren werden neben Sol-Gel Prozessen 

hauptsächlich radikalische Polymerisationsverfahren verwendet. Dabei stellt die Bulk-

Polymerisation die klassische Synthesemethode dar, bei der ein Polymermonolith erzeugt wird. 

Diese Methode ist schnell und benötigt keine besondere Laborausstattung und wird daher 

oftmals verwendet. Für die weitere Charakterisierung und Verwendung des MIP muss dieses 

allerdings durch Mahlen zerkleinert werden, was zu einer polydispersen Mischung von Partikeln 

hinsichtlich ihrer Morphologie und Größe führt. Hierdurch ist die Ausbeute an den Partikeln der 

gewünschten Größe sehr gering, da für eine bestimmte Anwendung oftmals eine bestimmte 

Partikelgröße erforderlich ist. Alternative Polymerisationsmethoden wie die 

Fällungspolymerisation [29], die Suspensionspolymerisation [30], oder auch die 

Emulsionspolymerisation [31] wurden ebenfalls bereits erfolgreich für die Synthese von MIPs 

eingesetzt. Alle diese Verfahren ermöglichen die Synthese von sphärischen Polymerpartikeln, je 

nach Methode können teilweise sogar monodisperse Partikel erhalten werden. Bei der Wahl des 

optimalen Polymerisationsverfahrens kommt es jedoch sehr auf das Templatmolekül und auf 

den vorgesehenen Anwendungsbereich des geprägten Polymers an, so dass es nicht eine 

optimale Methode zur Herstellung von MIPs gibt.  

In den letzten Jahren wurde der Fokus vermehrt auf eine Oberflächenprägung von Partikeln 

gelegt. Diese bietet den Vorteil, dass keine Extraktion des Templatmoleküls aus tieferliegenden 

Bindungsstellen erfolgen muss, was aufgrund des für gewöhnlich recht hohen Anteils an 

Crosslinker schwer ist. Zudem ergibt sich aus einer alleinigen Oberflächenprägung eine deutlich 

schnellere Bindungskinetik der MIPs. Insbesondere gilt dies für das Prägen auf größere Moleküle 

wie zum Beispiel Peptide oder Proteine. Für die Herstellung solcher oberflächengeprägter MIPs 

gibt es ebenfalls zahlreiche unterschiedliche Verfahren [32]. Hierzu können beispielsweise dünne 

MIP Filme auf geeigneten Substraten erzeugt werden [33], oder auch mittels eines zweistufigen 

Verfahrens eine MIP Hülle auf einen geeigneten Kern aufgebracht werden [34, 35]. Ein 

einstufiges Verfahren zur Herstellung von oberflächengeprägten Partikeln stellt die 

Miniemulsionspolymerisation dar, durch welches die in dieser Arbeit verwendeten MIPs erzeugt 

wurden [36]. Bei dieser Polymerisationsmethode wird durch Zugabe eines Stabilisators eine 

stabile Emulsion mit homogener Tröpfchengröße erzeugt, in welcher die Reaktion anschließend 

stattfindet. Bei Verwendung eines amphiphilen Templatmoleküls reichert sich dieses an der 

Phasengrenze an, so dass es zu einer Prägung der Oberfläche kommt. Bei Verwendung eines 

eher hydrophoben Templatmoleküls werden zum Teil auch im Inneren der Polymerpartikeln 

Bindungskavitäten erzeugt. 
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2.5.3 Molekulare Erkennung in molekular geprägten Polymeren 

Die für die molekulare Erkennung verantwortlichen Wechselwirkungen bilden sich bereits vor 

der Polymerisation zwischen dem funktionellen Monomer und dem Templatmolekül aus. Der 

hierbei gebildete Komplex aus funktionellem Monomer und Templatmolekül (TM-Komplex) wird 

durch die Polymerisation mit dem Crosslinker in seiner Position fixiert. Eine anschließende 

Entfernung des Templatmoleküls führt somit zu einer Bindungstasche, in der die funktionellen 

Monomere bereits die passende räumliche Anordnung haben. Hierbei konnte mittels Molecular 

Modelling aufgezeigt werden, dass funktionelle Monomere, die eine energetisch sehr günstige 

Templat-Monomer Wechselwirkung eingehen, auch zu einem hohen Prägeeffekt und hoher 

Selektivität führen [37]. Je nach Templatmolekül und funktionellem Monomer werden hierbei 

die unterschiedlichsten zwischenmolekularen Wechselwirkungen (Van-der-Waals 

Wechselwirkungen, Dipol-5ƛǇƻƭ ²ŜŎƘǎŜƭǿƛǊƪǳƴƎŜƴΣ ²ŀǎǎŜǊǎǘƻŦŦōǊǸŎƪŜƴōƛƴŘǳƴƎŜƴΣΧύ ǊŜŀƭƛǎƛŜǊǘΦ 

Kommen beim nichtkovalenten Prägen vor allem elektrostatische Wechselwirkungen zum 

Tragen, ist eine molekulare Erkennung in polaren Medien wie z.B. in Wasser oftmals nicht mehr 

möglich, da die Wechselwirkungen hier, bedingt durch die höhere Dielektrizitätskonstante, 

deutlich schwächer sind [4]. 

In der Regel kommt es in der Präpolymerisationsmischung zur Ausbildung strukturell 

unterschiedlicher TM-Komplexe, die auch in Bezug auf ihre stöchiometrische Zusammensetzung 

variieren (siehe Abbildung 7). TM-Komplexe mit Beteiligung mehrerer funktioneller Monomere 

führen demnach zu hochselektiven Bindungsstellen im MIP, die mehrere strukturelle Einheiten 

des Templatmoleküls erkennen können, wie mittels NMR Studien bewiesen werden konnte [38]. 

Entsprechend führen TM-Komplexe mit Beteiligung von nur einem oder wenigen funktionellen 

Monomeren zu eher weniger selektiven Bindungsstellen. Neben der Selektivität der wird durch 

diesen Prozess ebenfalls die Affinität der Bindungsstellen beeinflusst. Demnach liegt im 

geprägten Polymer ebenfalls eine Verteilung der Affinität der Bindungsstellen vor.  

 

Abbildung 7: Schematische Darstellung des nichtkovalenten Prägemechanismus. Das Templatmolekül (grün) und 
das funktionelle Monomer (schwarz) formen TM-Komplexe unterschiedlicher Stöchiometrie. Durch 
Copolymerisation mit einem Crosslinker (blau) wird die räumliche Anordnung der funktionellen Monomere im TM-
Komplex fixiert. 

NIP und MIP enthalten dieselbe Anzahl an funktionellen Monomeren. Aus dem in Abbildung 7 

dargestellten Mechanismus wird deutlich, dass die Bildung hochselektiver Bindungsstellen auf 

Kosten von Bindungsstellen geringer Selektivität von statten geht. Die überwiegende Anzahl 
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stellen Bindungsstellen mittlerer Selektivität dar, die Anzahl hochselektiver Bindungsstellen 

nimmt exponentiell ab. Insgesamt führt die höhere Anzahl an Bindungsstellen mit hoher 

Selektivität demnach zu einer Steigerung der Selektivität des geprägten Polymers im Vergleich 

zum nicht geprägten Polymer. Der reinen Logik dieses Modells folgend, muss die Anzahl an 

Bindungsstellen im MIP allerdings geringer sein als im NIP. Die strikte Verwendung dieses 

Modells lässt jedoch Wechselwirkungen mit dem Crosslinker außen vor und bezieht eine 

Besetzung der Bindungsstellen mit anderer räumlicher Anordnung des Liganden nicht mit ein.  

Zudem konnte mittels Röntgenkristallographie aufgezeigt werden, dass es durch die 

Zusammenlagerung mehrerer Templatmoleküle während der Präpolymerisationsphase auch zur 

Ausbildung von Bindungstaschen kommt, die Komplexe aus mehreren Templatmolekülen 

enthalten können [39]. Die molekulare Erkennung in geprägten Polymeren wird somit durch 

mehrere unterschiedliche Mechanismen realisiert. Eine Beschreibung des Adsorptionsverhaltens 

geprägter Polymere stellt somit stets eine Mittelung über alle Bindungsstellen dar. Je nach 

Polymer und der sich hieraus ergebenden Verteilungsbreite der Bindungsstellen kommen 

unterschiedliche Sorptionsmodelle zum Tragen. Für die Beschreibung von MIPs mit einer engen, 

homogenen Verteilung der Bindungsstellen können Langmuir oder extended Langmuir 

Adsorptionsisothermen verwendet werden [40], bei breit verteilten Bindungsstellen Freundlich 

[41] oder auch Adsorptionsisothermen nach Langmuir-Freundlich [42]. 

2.5.4 Anwendungen von molekular geprägten Polymeren 

Für molekular geprägte Polymere existiert eine Vielzahl an unterschiedlichen 

Anwendungsmöglichkeiten, hauptsächlich im Bereich der Analytischen Chemie [43]. So werden 

sie für Affinitätstrennungen [44], als Erkennungselement in biomimetischen Assays [45], als 

Katalysator für chemische Reaktionen [46] und auch als Drug Delivery Systeme [47] eingesetzt. 

Ein weiteres breites Anwendungsfeld besteht in der Verwendung als selektives 

Erkennungselement in Sensoren, wobei die Anzahl dieser Anwendungen in den letzten 20 Jahren 

rapide zunahm (siehe Abbildung 8). 

 

Abbildung 8: Anzahl der Publikationen über die Verwendung von MIPs als Erkennungsstruktur in Sensoren. Suche in 
der Web of Science Datenbank Version 5.13, Suchstichwort: αmolecularly imprinted polymer sensorά. 
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Der große Vorteil bei der Verwendung von MIPs in Sensoren liegt vor allem in ihrer deutlich 

höheren Robustheit und Langlebigkeit im Vergleich zu biologischen Erkennungselementen wie 

Antikörpern oder Proteinen [48]. Zudem erlauben MIPs ebenfalls eine Detektion in 

nichtwässrigen Medien oder in Gegenwart von Metallionen und sind schnell in großen Mengen 

ohne Tierversuche herstellbar. Allerdings ist die Affinität von MIPs im Gegensatz zu Antikörpern 

oftmals um mehrere Größenordnungen geringer, was eine Limitierung für manche 

Sensoranwendungen darstellt.  

Eine Übersicht darüber, welche Transduktionsmethoden bereits mit MIPs als 

Erkennungselement kombiniert wurden, bietet der Artikel von Henry et al. [49]. Beschränkt man 

sich rein auf optische Transduktionsmethoden, so finden sich auch hierfür eine Vielzahl an 

Publikationen, der Artikel von Moreno-Bondi et al. [50] fasst hierbei die wichtigsten Fortschritte 

zusammen.  

Für die Verwendung von RIfS als Transduktionsmethode wurden in den ersten Arbeiten 

Polymerfilme genutzt, die direkt auf dem Transducer aufgebracht wurden [6]. Hierbei wurden 

auf den Analyten Phenyl-a-D-mannopyranosid kovalent geprägte Polymere untersucht. Die MIPs 

zeigten allerdings lange Ansprechzeiten von ca. 60 Minuten, teilweise irreversible 

Wechselwirkungen und waren durch die Instabilität des Systems nicht besonders gut als 

sensitive Schicht für RIfS geeignet.  

Mit nichtkovalent geprägten Polymeren konnten vielversprechendere Ergebnisse erzielt werden. 

Hier wurden auf den Analyt Di-o-Benzoylweinsäure geprägte Polymere untersucht. Die 

Ansprechzeit des Sensors war mit 30 Minuten nur noch halb so lang wie für das kovalent 

geprägte System. Zudem war eine lineare Kalibrierung im Bereich zwischen 0,5 und 5 mmol/L 

möglich und es konnte aufgezeigt werden, dass eine Unterscheidung von Enantiomeren mit 

diesem System möglich ist [51]. 

Um die relativ langen Ansprechzeiten von ca. 30 Minuten zu verkürzen, wurde in weiteren 

Arbeiten untersucht, inwiefern sich MIPs in partikulärer Form als sensitive Schicht eignen. Hierzu 

wurden auf Atrazin geprägte Partikel verwendet, die nichtkovalent durch elektrostatische 

Wechselwirkungen immobilisiert wurden. Mit diesem System konnte in Toluol mit einer 

Analytkonzentration von 1,7 ppm noch ein Bindungssignal erhalten werden. Allerdings zeigten 

auch diese MIPs recht lange Ansprechzeiten von ca. 30 Minuten und ein starkes Rauschen im 

Bereich von 100 pm. Zudem war die Oberflächenbelegung relativ gering und eine mehrfache 

Regeneration aufgrund der mangelnden Oberflächenstabilität nicht möglich. Die Arbeiten 

zeigten daher hauptsächlich die prinzipielle Realisierbarkeit der Verwendung von molekular 

geprägten Polymerpartikeln als sensitive Schicht auf [52].  
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2.6 Der M2-Protonenkanal 

Neben molekular geprägten Polymeren wurde in dieser Arbeit auch die molekulare Erkennung 

innerhalb eines biologischen Systems untersucht. Hierbei wurden Untersuchungen zur Struktur ς 

Aktivitäts-Beziehung verschiedener Inhibitoren des M2 Protonenkanals mittels ITC durchgeführt. 

2.6.1 Funktion des M2-Protonenkanals 

Der M2-Protonenkanal ist ein Membranprotein in der Virushülle von Influenza Typ A Viren. 

Dieser Protonenkanal ist für die Replikation der Viren essentiell. Zum einen ermöglicht er das 

Einschleusen von Protonen in das Virusinnere, was zum Ansäuern des Virions führt. Das 

Ansäuern führt hierbei zu einer Dissoziation des Ribonucleonproteins von einem umhüllenden 

Matrixprotein und stellt somit einen kritischen Schritt bei der Virusreplikation dar [53]. Für 

manche Subtypen ist der M2-Protonenkanal zusätzlich für die Regulierung des pH-Wertes im 

trans-Golgiapparat verantwortlich [54]. Durch die Regulation des pH-Wertes wird die native 

Konformation von Hemagglutinin A konserviert und ermöglicht die Freisetzung neu gebildeter 

Viren durch die Fusion mit der endosomalen Zellmembran. 

2.6.2 Hemmung des M2-Protonenkanals 

Durch die Schlüsselstellung des M2 Proteins in der Virusreplikation kann durch seine Inhibition 

eine antivirale Wirkung erzielt werden. Als solche Inhibitoren werden die Substanzen Rimantadin 

und Amantadin (siehe Abbildung 9) bereits kommerziell eingesetzt [55].  

NH2
 CH3

NH2

 

Amantadin Rimantadin 

Abbildung 9: Strukturformeln der M2-Hemmstoffe Amantadin und Rimantadin. 

Jedoch sind in den letzten Jahren vermehrt Resistenzen gegen diese Medikamente zu 

beobachten. So waren in den Jahren 2005-2006 96,4 % (bei einer Gesamtheit von n=761) der 

getesteten Influenza A Viren (H3N2) innerhalb der Vereinigten Staaten resistent gegen 

Amantadin, bei manchen isoliert in Asien vorkommenden Typen wurde sogar eine Resistenz von 

100 % der Viren beobachtet [56]. Hierbei sind selektive Mutationen in der 

Transmembrandomäne des M2-Protonenkanals (M2TM) für die Resistenz verantwortlich. Um 

nun diesen Resistenzen effektiv begegnen zu können ist zum einen ein genaues Verständnis des 

Aufbaus des M2-Protonenkanals erforderlich, zum anderen ist jedoch auch eine gezielte Suche 

nach strukturell ähnlichen Verbindungen mit antiviraler Wirkung notwendig. Während der 

letzten Jahre wurden zahlreiche strukturelle Varianten auf Basis des Amantadin Grundgerüstes 

synthetisiert und auf ihre antivirale Wirkung hin untersucht [57-59].  

2.6.3 Aufbau des M2-Protonenkanals und Wechselwirkung mit Hemmstoffen 

Der genaue Aufbau der M2 Proteins und die Wechselwirkung mit Amantadin war bereits 

Gegenstand zahlreicher Studien. So wurden bereits Strukturmodelle auf Basis 
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molekulardynamischer Berechnungen [60], mittels Kristallstrukturanalyse [61] und NMR [62] 

entwickelt. Der für die Funktion des Proteins wichtige Teil stellt hierbei die 

Transmembrandomäne dar, welche aus einem Homotetramer aus helicalen Peptidsträngen 

besteht. Hierbei existieren verschiedene Subtypen des M2-Protonenkanals mit leicht anderer 

Aminosäuresequenz (siehe Tabelle 2). Allen unterschiedlichen Subtypen ist hierbei gemein, dass 

die vier Helices ein linkshändiges, paralleles Bündel ausbilden (siehe Abbildung 10).  

 

Abbildung 10: Links: Modell der M2 Pore mit gebundenem Amantadin basierend auf Kristallstrukturanalysen 
(entnommen aus [61] mit geringfügiger Überarbeitung). Sticksofff: Cyan, Kohlenstoff: Weiß. Die Oberfläche der 
Wechselwirkung mit Valin 27 ist in rot, für die Wechselwirkung mit Alanin 30 in grün, mit Serin 31 in blau und mit 
Glycin 34 in orange dargestellt. Rechts: Seitliche Darstellung des M2 Tetramers sowie Einfluss von Mutationen an 
verschiedenen Positionen auf die Bindungsaffinität. Rot: Reduktion der Affinität um über 80 %, gelb: Reduktion der 
Affinität um 30-80 %, grün: Reduktion um kleiner 30 %. 

Die Pore hat am innerhalb des Virus liegenden Ende den geringsten Durchmesser und öffnet sich 

zur Membranmitte hin. In der Mitte der Membran besitzt sie eine wassergefüllte Kavität und 

erreicht dabei ihren maximalen Durchmesser von 9 Å. Bei der Bindung von Amantadin kommt es 

zur Aufnahme von einem Amantadinmolekül pro tetramerem Bündel. Im gebundenen Zustand 

befindet sich Amantadin in der Kavität in der Mitte des Protonenkanals und ist von den 

Aminosäuren Val 27, Ala 30, Ser 31 und Gly 34 umgeben. Genau diese Aminosäuren sind in 

Amantadinresistenten H1 Viren durch andere Aminosäuren ausgetauscht. Mutationen an 

Stellen, die zu einer teilweisen Reduktion der Wirkung von Amantadin führen, liegen hierbei 

ŀōǎŜƛǘǎ ŘŜǊ .ƛƴŘǳƴƎǎǘŀǎŎƘŜ ǳƴŘ ƴŅƘŜǊ ŀƳ αŅǳǖŜǊŜƴ 9ƴŘŜά όǎǇǊƛŎƘ Řŀǎ ŀǳǖŜǊƘŀƭō ŘŜǎ ±ƛǊǳǎ 

befindliche Ende) der Pore. Der Eintritt von Amantadin in die Pore kann hierbei durch 

konformative Änderungen der Aminosäurereste oder aber auch durch eine laterale Diffusion in 

die Pore vonstattengehen. 

Im gebundenen Zustand zeigt die Aminogruppe von Amantadin den Kristallstrukturen zufolge 

höchstwahrscheinlich in Richtung des Virusinneren, wo sie durch His 37 stabilisiert werden kann. 

Durch die Kristallstrukturanalyse konnte dies nicht zweifelsfrei geklärt werden, jedoch ist durch 

diese Orientierung mehr Platz für den relativ großen und unpolaren Adamantanrest vorhanden. 

Diese Ausrichtung des Liganden in der Bindungstasche wird zusätzlich unter anderem durch 

molekulardynamische Berechnungen [63] und Festkörper-NMR Studien gestützt [64]. 

Wahrscheinlich ist allerdings, dass Amantadin durch eine geringfügig laterale Verschiebung in 

der Lage ist sich zu drehen, so dass beide Bindungskonformationen eingenommen werden 

können [65]. In einer NMR Studie im Jahr 2008 [66] wurde aufgezeigt, dass für Rimantadin noch 










































































































































































































