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Einleitung

1. Einleitung

Ein flexibel einsetzbareSensosystem, das eineachnellenNachweigedesbeliebigen Analyten
innerhalb kirzester Zeit in komplexen Matrices erlaubt und dabei auch unter widrigsten
Bedingungen funktioniertist Fiktion und wird es vermutlich auch immer bleiben. Zu komplex
und zum Teil widerspriuchlich sind die Anforderungen in ihrer Gesamtheit arscdimes
Sensosystem Allein einem Teil der Kriterien dieses Forderungskataloges zu entsprechen ist
bereits éne Herausforderungginer eben solchen Herausforderung stellt sich diese Arbeit. Diese
Arbeit befasst sich mit der Entwicklung und Charakterisierung sensitiver Schichten, die
Selektivitat und Robustheit in sich vereinerdwso auch widrigen Bedingungerteen kénnen.

Der am weitesten verbreitete Ansatz um Selektivitat in einem Sensor zu erhbdtgnin der

Nutzung von Antikorpern. Diese biologischen Erkennungselemente erméglichernagenaue
molekulare Erkennungintikérper sind jedocteuer in ihier Herstellung, sindicht sehrrobust

und denaturiereninnerhalb kurzer Zeitinter widrigen Bedingungewie hohen Temperaturen

hohem oder niedrigempHWert oder hohen Salzkonzentrationerfl]. Um nun eine hohe

Selektivitatwie dievon Antikorpern mitmehr Robustheit zu kombiniererkdnnenalternativzum

BeispieIDNA oder RNA basierfgptamele [2], oder auchpeptidbasierte ScaffoldiS] eingesetzt
werden. Allerdings erlauben diese Erkennungselementieht immer eine Detektion in

nichtwassrigen Medien, sind nicht auf jeden Analyt anwendbaund kdnnen ebenfalls
denaturieren Molekular gepragte PolymergMIPs) [4] erweitern deses Spektrum an
Erkennungselementen und vereinamolekulare Selektivitdt und Robustheit in siddiese

Polymere imitieren biomolekulare Erkennungsprozeased verfigen berBindungskavitaten
mit einer zum Zielanalyten komplementaren Struktur.

Das Konzept des molekularen Prégens ist seit 180er Jahrer5] bekannt,wurde seitlem
zunehmend optimiertind auf eine zunehmende Zahl &nalyten angewendet. Die Verwendung

von MIPs als Erkennungselement in Sensoren ist eine jingere Entwidduiejzten 20 Jahre

wobei dieAnzahl der Publikationen zu diesem Thema innerhalb derdetZahrerapide steigt

Das Hauptaugenmerk liegt dabei nicht nur auf der Entwicklung von MIPs zum Nachweis stets
neuer Analyten von ebenso hoher Bedeuturgjnd die Entwicklung von neuephysikalischen
Formen der MIPsind deren Kombination mit verschiedem& ransduktionsprinzipierum die
Wechselwirkung zwischen Analyt und MIP auszules®ch sind noch viele Details zur
molekularen Erkennung der MIPs nicht eingehend untersucht.

Die physikalische Form der MIPsvish entscheidender Bedeutung fir die Leigggfahigkeit des
Sensorgstems So zeigten erste Arbeiten mitathig aufgebrachtenMIP Schichtemur sehr
langsame Ansprechzeiteand waren oftmals nurschlecht regenerierbar[6]. Bei alleiniger
Nutzung der Oberflache durch sogenanntesurface imprintind konnten zwar schnelle
Ansprechzeiten erzielt werden, ddnzahl der Bindungsstellewar jedoch gering und somit auch

die erzielte Signaldynamik’]. Um nun schnelle Ansprechzeiten und eine hohe Signaldynamik
des Sensors zu erzielen, muss dementsprechend die zur Wechselwirkung zur Verfiigung
stehende Oberflache vergroRert werden. Der beste Weg zur Vergrof3erung der Oberflache der
sensitiven Schit besteht dabei in der Nutzung von mdglichst kleinen Partikels einfache
Mahlen eines Polymermonolithen ist dabei wenig zielfihrend. Man erhalt nur eine sehr geringe

-1-
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Menge in der angestrebten GréRRe, die Partikel sind sehr inhomogen in ihrer Morph@dgi
und fur sensorische Anwendungen eher ungeeigri®t. Sehr homogene, sphéarische
Polymerpartikel mit  enger  GroRenverteilung lassen  sich  durckpezielle

Polymerisationstechniken, wie z.Rlie Miniemulsionspolymerisation erhaltenMit dieser

Technikist es zudem aucimoglich molekular gepragte Polymerpartikieérzustellen{10].

EinZiel dieser Arbit ist es nun sichdiese Partikel als sensitive Schicht fiir optische Sensaren
Nutze zu machenHierzu werden verschiedene Ansétze zur Praparierung der sensitiven
Schichten atersucht und miteinander verighen. Die Stabilitdt dieser sensitiven Schimt
insbesondere gegeniber widrigen Bedingungeowie die sensorischeCharakteristika der
Schichten weden dabei eingehend evaluiertAls Transduktionsprinzip zum Auslesen der
Wechselwirkung wird in dieser Arbeit die Reflektometrische Interferenzspéddpis (RIfS)
verwendet Ein grofRer Vorteil dieses Transduktionsprinzips liegt dabei darin, dess
Bindungsvorgang der Analyten an das MIP zeitaufgeltst veMagden kannwas es erlaubt

ein weiteres Ziel dieser Arbeit zu formulierddieses weitere il besteht darin, die Kinetik und
Thermodynamik der Wechselwirkung zwischen MIP und Analyt naher zu untersuchen und somit
die ablaufenden Wechselwirkungsprozessbei der molekularen Erkennung dieser
biomimetischen Erkennungselemente besser zu verstehan. dies zu verwirklichenwird
untersucht ob in Biosensoren klassischerweise verwendete Bindungsmodelle auch auf MIPs
angewendet werden konnerwelche Limitierungen dabei existieraimd inwiefern sich die
Bindungsparameter bei Anderung der Umgebungsbediggn andern Durch die Kombination

mit kalorimetrischen Messungen kann zudem aufgezeigt werden, wie sich Enthalpie und
Entropie der Wechselwirkungntsprechend verhaltenBasierend auf der Gesamtheit dieser
Datenwird ein Modell postuliert, das die Wechsatkung zwischen MIP und Analyt detailliert
beschreibt. Diese Arbeiten, die die Kombination aus eplier Sensorik und MIPs als
Erkennungselement darstellenfanden im Rahmen der vom Land Bad#firttemberg
ISTFI NRSNISYy tNR2S10GS oada A8 gkeMRibhern IYROBBO6-16AR | Saaa
dzy R a. A2alLta o6C| NRBES) Sttty 1 SAOKSY Tpoo

Der letzte Teil dieser Arbeitbefasst sich ebenfalls mit der Untersuchung molekularer
Wechselwirkungen. Hierbei wird untersucht, wie sigéringfiigigestrukturele Anderungen

eines Liganden auf dessen Wechselwirkung mit der Bindungstasche Rinamenkanals
auswirken. Dabei wird aufgezeigt, dass eine guinstige Enthalpie der Wechselwirkung nicht immer
ausreicht, sondern auch der entropische Beitrag von hoher Bedguir eine gute Anbindung

in die Bindungstasche ist.
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2.  Theoretischer Tell
2.1 Wechselwirkung von Strahlung und Materie

2.1.1 Elektromagnetische Strahlung

Elektromagnetische Strahlung kann als Transversalwelle mit der allgemeinemylétbung
(sieheGl.2.1.1) beschrieben werden.

y =yt Gl.21.1

Die Welle verfiigt dabei Uber einen elektrischen und einen magnetischen Feldvektor, die

orthogonal zueinander undrthogonalzum Wellenvektork stehen.Schwingen die elektrischen
Feldvektoren mehrerer Photoneim ein und derselberEbene wird die Strahlung hierbei als
linear polarisiert bezeichnet. Weitere Polarisationsformen sind die elliptische Polarisation und
die zirkulare Polarisation, bei denen der resultierende elektrische FeldvektorEdipsebzw.

eine  Kreebahn um die Ausbreitungsrichtung beschreibt. Die Wechselwirkung
elektromagnetischer Strahlung mit Materie kann am allgemeinsten tber den Brechungsindex n
beschrieben werden, der sich aus dem Quotienten der Phasengeschwindigkeit
elektromagnetischen Sahlungim Vakuum(c) undinnerhalb von Materigc)ergibt.

Gl.2.1.2

o

Durch denBrechungsindeiésst sich nicht nur di@usbreitungvon Lichtinnerhalb von Materie
beschreiben, sondern auaas Verhalten an Phasengrenzeawie bei Mitberiicksichtigung des
Imaginarteils des Brechungsiex auch das Absorptionsverhaltemon Materie.

2.1.2 Reflektion und Brechung

Trifft ein Lichtstrahl auf eine Grenzflache zwischen zwei Medien unterschiedlicher
Brechungsindices, so kommt es zu Reflektion und Brechung, wisbildungl illustriert.

Einfallslot

Reflektierter
Strahl

Einfallender
Strahl

B\  Transmittierter
Strahl

Abbildungl: Reflektion und Brechung an einer Grenzschicht
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Der reflektierte Anteil sowie der Brechungswinkelverden hierbei durch den Einfallswinkel
und den Brechungsindicas und n, beider Medien bestimmtDen Zusammenhang zwischen
diesen Grof3en stellt hierbei dBsechungsgesetzon SnelliugGl.2.1.3) her:

sina _n, Gl.2.13
sinb n,

Der reflektierte bzw. transmittierte Anteil des Lichtes lasst sich des Fresnelschen
Gleichungen ableiten. Bei den Fresnelschen Gleichungen wird hierbei zwischen senkrecht und
parallel zur Eifallsebene polarisiertem Licht differenziert. Fir nicht magnetische Materialien mit
gleicher magneticher Permeabilitat erhalt nma hierbei fur die Amplitude desparallel zur

Einfallsebene polarisierteteilstrahls

a .
E parallel - ZniCEosae = G|214
arallel nlcaosae ﬁz 0@4
8 @053, A c®q Gl.2.15

parallel nzc"aosae ﬂ C@q

3 allel

Hierbei werden t; und ri als Amplitudentransmissionskoeffizienten bzw.
Amplitudenreflektionskoeffiieten bezeichnetEntsprechend ergibt sich fir die Amptitl des
senkrecht zur Einfallsebene polarisiertégilstrahls:

= = 2n @osa, Gl.2.1.6

0
O tsenkrecht S &
& n,@osa, A c63g

krecht

e

:rsenkrecht _nlgosae nz C@q Gl.217
n@osa, # c3g

rrm-ﬁ)-lo o) n-ﬁ Fﬁ)_lo

8l O:

Q € senkrecht

Betrachtet man nun dendf eines senkrechten Auftreffens nicht polarisierter Strahlung auf eine
Grenzflache, so ergibt sich fiir diesen Spezialfall das ReflektionsveriRigehGl.2.1.8:

o 2,
I, an-n, (

R=-* _—%— (
le C;1+n2 -

Das ReflekbnsvermdgerRist hierbei gleich dem Quotient aus der Intensitéat des reflektierten
Liches|, und des einfallenden Lichtés

Gl.2.1.8

2.1.3 Reflektion am Mehrschichtsystem

Die Grundlage fir die Reflektometrische InterferenzspektroskoielfS) bildet die
Vielfacheflektion an diinnen Schichtefil]® ! f & o REnaYy ¥ SINRIEN O KierS ND S A
bezeichnet, deren Dicke im Bereich der Wellenlédnge des verwendeten Lichts liegt. Bei einem
solchen System aus mehreren planparallelen dinnen Schichten treten anRédsengrenze
Reflektionund bei nicht senkrechter Einstrahlung au@rechung auf. Die Uberlagerung der

-4-
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reflektierten Teilstrahlen fuhrt hierbei zur Interferenz. Die hierbei auftretenden Prozesse lassen
sich gut an einem Dreischichtsystem exemplarisciyerei Ausgangspunkt ist eine Welle der
Intensitat 1, die in die dinne Schicht eindringt.

Medium 3: n, 11t

1t

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

An der Phasengrenzavischen Medium 1 und Mediumird ein Teil der eindringenden Welle
reflektiert, der reflektierte Teilstrahl (1r) ergibt sich naGh 2.1.9, die Intensitat entsprechend
aus dem Quadrat von.

=n Gl.2.1.9

Die Intensitat der transmittierten Welle (1t) wird somit auf den Wqﬁ- rl2 reduziert. An der

Phasengrenzewischen Medium 2nd Medium 3findet erneut Reflektion stattDer reflektierte
Teilstrahl (1tr) ergibt sicgemanGl.2.1.10:

r=r2" Gl.2.1.10
n,+n

Zurick in Richtung der Phasengrenze 1/2 lauft somit ein Strdhl ifdit der Amplitude
r,Q1 ¥, der inMedium 3 transmittierte Strahl (1tt) hat eine Amplitude voqC@l r-f).

Wenn die an der Phasengrenzeiischen Medium 2 und Medium r&flektierte Welle auf die
Phasengrenzewischen Mdium 1 und Mediun?® trifft, so wird erneut ein Teil reflektiert (1trr)

und transmittiert (1trt). Die reflektierte Amplitude ergibt sich zur, 1Q IOr? e ®, der
transmittierte Teil wird erneut um den Faktodl- rf reduziert. Der Strahl (1trt) verlasst
demnach die Schicht mit der Amplitudgc'()l r-f) :
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Ybdz 0SFOKGSY Aald KASNDPSAI RIF&a RSN {GNI Kf wmGNI
hat. Es besteht somit ein Gangunterschied @@, d; zwischen den reflektierten Strahlen 1r
und 1trt, womit sich die Phase wie folgt ergibt:

D, =4/£ nOd, Gl.2.1.11
Fur die Superposition dieser beider Strahlen ergibt sich:
n+r, @ r2)e’ € Gl.2.1.12
Da immer ein Teil wieder reflektiert wirdkommt man auf eine unendliche Zahl an

mehrfachreflektieten Teilwellen, die sich Uberlagern. Maerhalt hierbei fur die final
resultierende Welle folgenden Ausdruck

%2600
s + I

e At ® B Gl.2.1.13

. iz 19 dC

1+r, Qe ¢]
Die Multiplikation mit dem komplex konjugierten Wert ergibt die Reflektivitét:
s .
re+r- 2r,0, €s

R=|r & 2= — 7 P Gl.2.1.14

1+r2 G 24, rQcdd

Die wellenlangenabhéngige Reflektivitat an diinnen Schichten wird demnach nicht nur tber den
Brechungsindex der Materialien bestimmt, sonderndadurch den Gangunterschied moduliert.

2.1.4 Reflektometrische Interferenzspektroskopi@RIfS)

Wie ausdem letzten Abschnitt hervorgeht, hangt das Reflektionsvermdgen diinner Schichten
direkt vom Aufbau des Schichtsystems (physikalische Schichtdicke, Brecldexgsgowie von

der Wellenlange ab. Dies physikalischen Zusammenhange macht man sich bei der
Reflektometrischa Interferenzspektroskopie zu Nutze.

Hierzu wird Wei3licht von unten senkrecht auf einen optisch transparenten Transducer
gestrahlt. Aufder Obeseite desTransduces befindet sich eine sensitive Schichie mit einem
Analyen wechselwirken kann Das eingestrahlte Licht wird an den Phasengrenzen des
Transducers reflektiert. Die reflektierten Teilstrahlen tberlagern sich, man erhélt demnach ein
fur ein bestimmtes Schichtsystem charakteristisches Interferenzspekiwim in Kapite2.1.3
beschrieben Andern sich die optischen Eigenschaften der sensitiven Schicht (sprich
physikalische Schichtdickend/oder Brechungsindexpeispielsweise durchAnbindung eines
Analyten, sohat dies entsprechendeéAnderungen im Interferenzspektrunaur Folge Die
Intensitat des reflektierten Teilstrahls lasst sich nach Gleick&lrigy1.15berechnen12]:

I A4 nd (
e 2ang cds%rL Gl.2.1.15
0

/
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Fur den Fall, dass keine Phasenggel auftreten erhalt man mit den Intensitaten der
reflektierten Teilstrahlen, und I,:

=1, +, 2J00, @%@‘ Gl.2.1.16

Man erhéalt somit fliganzzahlige Vielfache des Tem%so}l—d: Maxima, fur halbzahlige Vielfache

Minima. Verfolgt man nun die zeitliche Anderung eines Extrempunktehierferenzspektrum,

so kann auf die Anderung der optischen Schichtdicke (Produkt aus Brechungsindek
physikalischer Schichtdickd) der sensitiven Schicht riickgeschlossen werden, was es somit
erlaubt, molekulare Wechselwirkungen an Oberflachen zuldzetten.

RIRTRIAIRIALT Nt s80

N
N
-

=%
—_—
o

Intensitat I,
Intensitat I,

Wellenlange Wellenlange

Abbildung 3: Schematische Darstellung des Funktionsprinzips der Reflektometrischen Interferenzspektroskopie.
Licht fallt durch einen Transducer auf eine sensitive Schicht und wird dort reflektiert gemaf ihrer omlisch
Eigenschaften pd;. Bindet ein Analyt an die seits/e Schicht (rechts), so &ndern sideren optische Eigenschaften
(ny-d».) und das Interferenzspektrum verschiebt sich.

Da sowohl @& physikalische Schichtdickkeals auch der Brechungsindexin das etektierte

Signal zu (gleiclee Anteilen einflieBen, heben sich deren entgegengesetzte
Temperaturabhangigkeiten gegenseitig auf, so dass RIfS unempfindlich gegeniber
Temperaturschwankungen igt3].

Alternativ zum Verfolgen der Anderung eines Extrempunktes im Interferenzspektrum kann man
zur Auswertung der Messdaten ebenfalls die Intensitdtsdnderung bei einer Wellenldnge
heranziehen. Diese Methode wird als| dReflectomdric Interference Sensing {1-RIfS)
bezeichnet. Die Auswahl der optimalen Wellenlange hangt hierbei stark vom betrachteten
System ab, da nicht jede Wellenlange dieselbe Signaldynamik zeigt. Die in dieser Arbeit
gezeigten 1 -RIfSMessungn wurden hierbeistets bei der Wellenlange mit der maximalen
Signaldnderung durchgefihrt.
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2.1.5 Absorption von Strahlung

Die Grundvoraussetzung fur die Absorption von Strahlung bildet die Resonanzbedingung. Dies
bedeutet, dass die Energie der Strahlung der Energiedifferenizcien zwei Energienieveaus
entsprechen muss. Im UV/Vis Bereich entspricht die Energiedifferenz hierbei derjenigen
zwischen zwei uerschiedlichen elektronischen Zustanden.

LambertBeersches Gesetz

Beim Durchtritt eines Lichtstrahls durch einen absorielen Stoff wirdder Lichtstrahl
absorbiert, wodurch dessen Intensitat vom Anfangswgnachl hin abnimmt. Der Quotient/l,

wird als Transmissiomermogen bezeichnelpgo(1/T) als die Extinktion. Nach dem Lambert
Beerschen Gesetgl.2.1.17 gilt hierbei, dass die Extinktion proportional zur Konzentratiales
absorbierenden Stoffes sowie der Weglange des Lichtes durch die Probe ist. Der
ProportionalitN i & T | ist @igeNvellenlagenabhéngige Stoffkonstante und wird als dekadischer
molarer Extinktionskoeffizient lzeichnet.

| ”
E:|0910|—° 2 cAl Gl.2.1.17

DaslLambertBeersche Gesetz gilt hierbei fir verdinnte Losungen und bildet die Basis flr die
Quantfizierung von Stoffen mittels UV/Vis Spektrogle Wichtig ist hierbei, dass keinerlei
Stérungen des Systems (wie z.B. Wechselwirkung von einzelnen Molekilen des absorbierenden
Stoffes untereinander) vorliegen.
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2.2 Thermodynamische Grundlagen

2.2.1 Erster Hauptsatz der Thermodynamik

Der erste Hauptsatz derh&modynamik besagt, dass die Summe an Warp@ und

Arbeit pW, die ein System mit seiner Umgebung austauscht, gleich der Anderung der inneren
EnergiedU des Syems ist:

dU= @ W Gl.2.21

Betrachtet man nun den Fall, dass ein System nur Volumenarbeit mit seiner Umgebung
austauschen kann, so kanman Gl.2.2.1 umformulieren:

du= @ WWu Q& pdv Gl.2.2.2

Dies bedeutet, dass fiir isochore Prozes$¢=0) die Anderung der inneren Energie gleich der
Andeung der Warme des Systems entspricht:

du, = @ Gl.2.2.3
Umnunisobar ablaufende ProzessdpEQ) analog zu beschreiben wird die Enthaljgéiniert:

dH=dU +d( pV) dU \ep pel Gl.2.2.4

Analog zuGl. 2.2.3 bedeutet dies fiir isobare Prozesse, dass die Anderung der Enthalpie gleich
der Anderung der Warme des Systems entspricht:

dH=dU +pdv =Q Gl.2.25

Hierbei werden je nach der mit der Umgebung ausgetausctWérmemenge Prozesse mit:

9 dH=0 als isenthalpisch
1 dH>0 als endotherm
I dH<O als exotherm

bezeichnet.

2.2.2 Zweiter Hauptsatz der Thermodynamik

Der erste Hauptsatz der Thermodynamik liefert nur Aussagen dariibeiefern sich Warme

und Arbeit wéhrend eines Prozesses amggedoch liefert er keine Hinweise in welche Richtung
ein Praess ablauft. Der zweite Hauptsatz fuihrt hierzu die Entropie ein, welche Informationen
Uber die Rictung spontan ablaufender Prozesse gibt. In einem abgeschlossenen System nimmt
die Entropiebei irreversiblen Prozessen zu:

>0 Gl.2.2.6

gesamt
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Die Entropie ist dabei thermodynamisch definiert n&it2.2.7 :
dS> d?Q Gl.2.2.7

Die Entropie eines Systems kann auch uber die statistische Thermodynamik definiert werden.
Die BalzmannFormel Gl. 2.2.8 stellt dabei den Zusammenhang zwischen Entropie und der
Verteilungder Zustande bei gegebener TemperatimesSystems her.

S=klow Gl.2.2.8

Die Entropie kann demnach atén MalR3 fur die Unordnung des Systems betrachtet werden.
'YiSNJ RSy 3S3S6SySy . SRAy3dzyaSy o1 &. & ¢ SYLISNI
eine mdoglichstbreite Verteilung der Teilcherzustdndean. Konkret bedeutet dies, dass zum

Beispiel eine hochgednete Ausrichtung von Solvensmolekilen in der Hydrathille eines
Molekiils entropisch eher uiigstig ist. Durch Abstreifen defolvathille kénnen die
Solvensmolekiile eine hohere Anzahl an Zustanden einnehm&durch dieser Prozess
entropisch begunstigt ist

2.2.3 DieFReie Enthalpie

Um eine Zustandsanderung in einem System komplett zu beschrdibdarf es somit Angaben
bezuglich der Anderung der Warme des Systems wie auch der Entropie. Gibbs und Eelmhol
fuhrten hierzu zur Verknipfung dieser beider GroRenFdeie EnthalpieG (flr isobare Prozesse)
sowie die freie Energi€ (fur isochore Prozesse) ein, die als Bedingung fiir Ablauf eines
spontanen Prozeses 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 Falle beschrankt, da sdmtliche Experidierie
dieser Dissertation beschrieben sjndnter diesen Bedingungen durchgefihrt wurden. Fir
Anderungen des Systems ergibt sich somit der Zusammenhang3t&t.11. Ist ein System im
Gleichgewicht, so ist die Anderung der Freien Enthalpie null

AG=AH-T-AS Gl.22.11

Mochte man beschreiben, wie sich ein System, das sich noch nicht im Gleichgewicht befindet
verhalten wird, wird die freie StandardenthalpEs’ eingefiihrt Diese Energie beschreitias
Verhaten des Systems unter Standardbedingungend gibt quasi die energetischen
Unterschiede zwischen Ausgangsnd Endzustand des Systems widétierbei lauft eine
Reaktion dann freiwillig ab, wenn die Bedingubg<0 erfiillt ist.

-10-
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2.2.4 Die Freie Enthalpie von Retdinen

Die Gleichgewichtskonstante einer chemischen Reaktion gibt Informationen dartber, in welcher
Relation Edukte und Produkte zueinander stehen. Gegeben sei folgende Reaktion:

k
Kk

A+B AB

d

Hierbei bezeichnet k, die Geschwindigkeitskonsten der Hinreaktion, ky die
Geschwindigkeitskonstante  der Rulckreaktion. Die Assoziationskonsta§te (auch
Gleichgewichtskonstante genannt) bzw. die Dissoziationskonsténtier Reaktion ergibt sich
Zu:

X JAB] Gl.2.2.12

e [A%g

Die Assoziationskonstante einer Reaktion kann hierbei mit der frehalpie verknipft
werden:

DG =@ RTIOK, Gl.2.2.13

Fur ein System, das sich im Gleichgewicht befindeBQ) kann man somit direkt aus der
Gleichgewichtskonstante digeie Standardreaktionsenthalpie bestimmen. Diese steht nach der
Gibbs Gleichung direkt in Beziehung mit der Standardreaktionski¢hasowie der
Standardreaktionsentropie:

DG’ =1 T-2 Gl.2.2.14

2.2.5 Bestimmung von thermodynamischen Reaktionsparametern

Um den Ablauf von Wechselwirkungsprozessen besser verstehen und daraus Schlussfolgerungen

fur nicht bekannte Systeme ziehen zu konnen, ds Kenntnis der im vorangegangenen
Absdnitt eingefihrten thermodynamischen Parameter esselht So sind kinetische Daten
prinzipiell durch zeitabh&ngige Konzentrationsmessunglm Reaktandeneiner Reaktion
zugéanglichEineMessung der Produkte in Abhangigkeit der Konzentration der Eduldelertlie
Bestimmung der Gleichgewichtskonstante der Reaktiddurch temperaturabhangige
aSaadzy3Sy (lyy 1TdzRSY YAGGSt a R S NJ[14P ldig Q (i
Reaktionsenthalpie bestimmt werden.

auinK 8_ BI°
Eur 2 RT

p

Gl.2.2.15

Da die Bestimmung mehrereSleichgewichtskonstanten bei unterschiedlichen Temperaturen
recht aufwéndig ist, sind kalorimetrische Methoden, die ein@relde Messung der
Reaktionsenthalpie erlaubemierfiir weitaus besser geeignet. Balorimetrischen Methoden
wird die Warmeanderung vgemessen, die mit einer stofflichen Umwandlung verbunden ist.
Genaue technische Details zur Messung dieser Warmeandesiad inkapitel3.3.1erlautert.

-11-
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2.2.6 Isotherme Titrationskalorimetrieg(ITC)

Eine kalorimetrische Methode, deren Grundlagen im Folgenden naher erlautert werden, sollen
stellt die isotherme Titrationskalorimetrie daBei einem IT(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 Warme freigesetzt oder aufgebraucht wird. Die
mit der Reaktion verbundene Reaktionswé&rwird registriert. Welcher Anteil der zutitrierten
Menge an Ligand mit dem Rezeptor reagiert, hangt dabei von der Gleichgewichtskonstanten, der
Konzentration des Rezeptors sowie von der Konzentration des Liganden ab. Dies ist
Folgendervir eine Reaktio mit aquimolarer Stochimetrie zwischen Ligand und RezeptoiR,

die einen LigandRezeptor Komplex R ausbilden beschriebenDiese Herleitung wurde der
Publikation von Wisemann et §L5] entnommen

ka
K

L+R LR

d

Es lasst sich somit die Gleichgewichtskonstante &ch2.16 formulieren.

_ R
LR

Fur die gesamte Stoffmenge an Ligamgl) und RezeptorR,9) erhalt man somit folgende
Ausdriicke:

Gl.2.2.16

L. =[L] TLR] Gl.2.2.17

S T I I S U I T S PPPY:

[L]&X, (Lyes™ [LR]) &,

Durch Multiplikation mit dem Nenner im rechten Ausdruck ¥®h2.2.18 erhélt man folgend
guadratische Gleichung:

Rit, LoD Gl.2.2.19

- O: O

A

R [ RE R 4
¢

Als Losung dieser quadratischen Gleichung erhalt man somit d&il. (h2.20 dargestellten
Term:

[EEN
- O: Ot

o 2 ~
a 1 .
j L@s R*_ges F g E gesle) g
[LR] = ¢ AT G1.2.2.20

-12-
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Um nun die Anderung der als LigaRdzeptor Komplex vorliegenden Mola& in Abhangigkeit
der gesamten zutitrierten Mengen an Ligand zu erhalten, differenziert man Gleickiupg.20
nachlges

) )
d[LR] _ 2Qy. 2REQ

d Lges

A

Gl.2.221

Nt

1
2

R

o 2
a ..
\/Vé‘ges-l- Rges -lKi o 4 Lg(; R ge:
C :

A O

O: O

Um GleichundGl. 2.2.21 zu vereinfachen, werden folgende Substitutionen definiavbbeic
ihrer Wichtigkeit wegen auch als Wisannkonstante bezeichnet wird

r=———-— -_-1' Gl.2.2.22
C

L, == Gl.2.2.23

Ries

Durch Einsetzen dieser SubstitutionerGh2.2.21 erhalt man folgenden Term:

1 1
d[LR _1 _ 1-2(¥) SL

de, 2 izo20,(1 1) (@ r)

Die im Kalorimeter gemessene Anderung der WarmemedQeist direkt proportional zur
Anderung der Konzentration an LigaRezeptor Komplex:

Gl.2.2.24

dQ=d[ LR OHb YV Gl.2.2.25

Hierbei ist OH° die Standard Bindungsenthalpie und, Was Valmen der MesszelleDie
registrierte  Warmemenge pro Injektion dQ/dlgey wird also sehr stark durch die
Wisemarkonstante ¢ und die Enthalpie der Reaktion beeinflusst. Dies wirdAbbildung 4
deutlich, hier istdQ/dLgses gegen dasmolare Verhaltnis von Ligand zu Rezeptor zum jeweiligen
Injektionszeitpunkt I,) fur verschiedene Wiesmankonstanten und verschiedene
Bindungsenthalpien aufgetragen.

Die Form der erhaltenen Titrationskurve wird stark voriVert gepragt, die Enthalpie der
wSFE{GA2y FNKNI fSRAIEAOK Tdz SAYSNI af{ i NBO| dzy 34
einige Limitierungen fir die Bestimmungen von Stochiometrie, Affinitdt und Enthalpie einer
LigandRezeptor Wechselwirkung mittels ITC.

-13-
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Titrationskurvenschar; AH°=50, c variabel Titrationskurvenschar; AH"=variabel, ¢ = 100
5 ——c=unend|. 50 4 —— AH,=10 kJ/molH
j ——¢=10 000 —— AH,=20 kJ/molH
——¢=1000 —— AH,=30 kJ/molH
40 + ——c= 100 40 ———  AH,=40 kJ/molH
] —c= 10 —— AH,=50 kJ/molH
@ C= 1 o
7 30 4 c= 0,1 7 30 -
© ) o
% . _\ % 20 -
10 - 10 -
0 T L\‘_; T 0 T T
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 0,0 0,5 1,0 1,5 2,0
L,: Verhaltnis von Ligand zu Rezeptor L,: Verhaltnis von Ligand zu Rezeptor

Abbildung 4: Simulierte Titrationskurvenscharen fiir eine &quimolare LigafiRbzeptor Wechselwirkung. Links:
Variation des eWertes (Produkt aus Affinitatskonstante und Konzentration des Rezeptors) bei fester Enthalpie,
Rechts: Variation der Enthalpie béestem c¢Wert.

So sollte fur die Bestimmung der Affinitdtskonstante eVert zwischen 1 und 1000 gewahit
werden. Dies wiederum hat als Konsequenz, dass mittels ITC die Bindungskonstante sehr
hochaffiner und sehr niederaffiner Systeme nur bedingt ersftittverden kann. Fir sehr
niederaffine Systeme benétigt man eine sehr hohe Konzentration an Rezeptor, wodurch man
oftmals Prolteme mit der Loslichkeit erhalbzw. sich diese Experimente aus Kostengriinden
nicht realisieren lassen. Fir sehr hochaffine Systemuss eine entsprechend niedere
Konzentrationdes Rezeptorgewahlt werden. Hierbei setzt wiederum die Messtechnik die
Grenzen, da die Messzelle des Kalorimeters nur ein bestimmtes Volumen fasst und eine gewisse
Mindestmenge an freigesetzter Warme fir eiMessung notwendig ist.

Falls nudie Enthalpie bzw. Stochiometrie einer Wechselwirkung bestimmt werden sollen, so ist
dies fur hochaffine Systeme gut mdglich. Fir niederaffine Systeme hat man hier ebenfalls die
oben genannten Limitierungen.

-14-
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2.3 Zwischenmoékulare Wechselwirkungen

Fur die dreidimensionale Anordnung einzelner Strukturelemente eines Molekils als auch fir
Strukturen die sich aus mehreren Molekllen ergebherst eine Reihe an intrabzw.
intermolekularen Wechselwirkungskréaften verantwortliche& Wechselwirkungskrafte sorgen

zum Beispiel dafur, dass ein Protein seine aktive Form ausbilden kann oder Polymerketten so
zusammengehalten werden, dass @uktur des Polymersrhalten bleibt. Je nach Ursache und
Starke wird hierbei zwischen verschégwn Arten der Wechselwirkung zwischen Teilchen
differenziert.

2.3.1 Elektrostatische Wechselwirkungen

Die Basis fur diese Wechsalkingskrafte bildet hierbei die Coulombsche Kraft, die zwischen
zwei geladenen Teilchen auftritt. Bei dieser elektrostatischen Wechselwirkung zwischen
geladenen spharischen Teilchen, wie z.B. in Sake@mmt es zur Ausbildung eines reinen
Coulonbpotentials, welches proportional zur Ladung und zum reziproken Abstand der Teilchen
ist. Bei der Wechselwirkung zwischen einem lon und einem Dipol erhéht sich die
Abstandsabhangigkeit, so dass eine Abhangigkeit zum Quadrat des reziproken Abstandes
vorliegt.

Geht man nun zur Betrachtung der Wechselwirkunggeladener polarer Molekule tber, wird
anstelle der Ladunigdiglichihre Teilladung tber das Dipolmoment berlcksichtigt. Bei ruhenden
Dipolen erhalt man hierbei eine Abstandsabhangigkeit der Hjodl Wechselwkung die
proportional zur dritten Potenz des reziproken Abstandes ist und von der raumlichen
Orientierung der Dipole zueinander abhangt. Mittelt man Uber alle Orientierungen unter
Berticksichtigung der Wahrscheinlichkeit der Orientierungen, so erhalt dmarin Gl. 2.3.1
dargestellte Proportionalitdt des Potentials V zur sechsten Potenz des reziproken
Abstandeg16).

2 . njc")én

O

- S Gl.23.1
3&T (4 @ or°

Boltzmannkonstante

T Temperatur

i Dipolmoment

B Elektrische Feldkonstante im Vakuum
8, Elektrischd-eldkonstante des Mediums
r Abstand

2.3.2 Induktive Wechselwirkungen

Liegt in einem Wechselwirkungspartner kein permanenter Dipo] kann mittels induktiver
Wechselwirkungen ein solcher erzeugt werden. Ine dBeschreibung eines solchen
Wechselwirkungspotentials fliel3t die Polarisierbarkeit des Molekils mit ein, so dass sich hierftr
der in Gleichundal. 2.3.2 dargestellte Ausdruck ergibt. Eine Temperaturabhangigkeit tritt bei

-15-
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diesem Potential nicht auf, da der induzierte Dipol stets der Richtung des induzierenden,
permanenten Dipols folgt.
ni Og
V= - — Gl.2.3.2
2CQ4 0 eo, )9 ©°

h Polarisierbarkeit

2.3.3 Dispersionswechselwirkungen

Auch bei der Wechselwirkung zwischen Molekiilegi der beide Wechselwirkungspartner kein
permanentes Dipolmoment besitzamd nicht bzw. nur geringfliigig polarisierbar sik@nn es
durch kurzzeitige Fluktuationen inder Elektronendichteverteilung zu einer gegenseitigen
Induktion und somitzu Dispergins oder Londonschen Wechselwirkungen kommen. Nach
Definition der IUPAC werden mit Ausnahme der elektrostatischen Wechselwirkung alle diesen
Wechselwirkungen zugrunddiegenden Krafte unter dem Begriff der \der-Waals
Wechselwirkungen zusammengefagki].

2.3.4 Hydrophobe Wechselwirkungen

Einen Sonderfatwischenmolekulareinteraktionenstellen hydrophobe Wechselwirkungen dar.
Diesen liegt im Gegensatz zu den oben genannten Wechselwirkungen nicht direkt ein
abstandsabhagiges Potential zugrunde. Hydrophobe Wechselwirkungen treten auf, wenn ein
unpolarer Stoff in einem polaren Stoff geldst ist. An der Grenzflache zwischen polarem und
unpolarem Stoff sind die Teilchen des polaren Lésemittels relativ starr angeordnet, um die
Grenzflachenenergie zu minimieren. Durch Aggregieren des unpolaren Stoffes wird dessen
Grenzflache zum polaren Stoff verringert und somit auch Alieahl der hochgeordneten
polaren Teilchen an der Grenzflache. Hierdurch resultiert ein Gewinn an Entropispihe
verantwortlich fiir diese Wechselwirkung ist.

2.3.5 Wasserstoffbriickenbindungen

Zwischen zwei elektronegativen Atomen A und B kann sich eine Wasserstoffbriickenbindung der
Form! @1 i i1 . I dzAoAfRSYyd | ASNDBSA 12YY{ SabitalsdzNI ! dza ¢
welches zu einer Absenkung der Gesamtenergie fiihrt. Die Wechselwirkungsenergie ist hierbei

recht hoch, sie betragt fur Wassermolekile ca. 20 kJ/omal kann fur andere&Systeme bis zu

100 kJ/mol betragen [18]. Eine Ubersicht (ber die Starke der verschiedenen
zwischenmolekularen Wechselwirkungen bieteibellel in Kapitel2.5.1

-16-
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2.4 Wechselwirkungsprozesse an Oberflachen

Bei der Beobachtung von Wechselwirkungsprozessen an Oberflachen im Durchfluss muss neben
der eigentlichen Reaktion zwischen den Wechselwirkungspartnern auch der Stofftransport hin
zur Oberfl&he mit berticksichtigt werder.

e
= QO x :

5 Ty Wechselwirkungs-

= £ c Kinetik

3 Q k

= a

e —

S <.

= Kq

=)

Abbildung5: Wechselwirkungsprozesse an Oberflachen 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 Oberflache durch eine Affinitdtsreaktion kommt es zu einer Vemagnues mobilen
Bindungspartners nahe der Oberflache, wodurch es nach dem 18driek Gesetz zur
Ausbildung eines linearen Konzentrationsgradienten hin zum Bulk kommt. Die Dicke dieser
Diffusionschicht wird bei solchen Oberflachenreaktionen durch die Wédalirkungskinetik, 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 geschwindigkeitsbestimmendenmitBdarstellt. Um einenvernachlassigbar
kleinenEinfluss der Diffusion auf die Wechselwirkungskinetik zu erhaiteisomit anhand der
aufgezeichneten Bindungskurven kinetische Daten ermittgirkbnnen sollte die Diffusion an

die Oberflache ca. Ihal schneller ablaufen la die Reaktion an der Oberflacth&9]. Fur
Systeme mit einer schnellen Wechselwirkungskinetik im Bereich vénmbl/L-s wie z.B.
AntigenAntikorperWechselwirkungen hat dies zur Konsequedass eine Ausdinnung der
Oberflachenbeladung erfolgen muss. Systeme mit weitaus kleineren
Assoziationsratenkonstanten kdnnen ohne Ausdinnung der Oberflache hinsichtlich ihrer
Bindungskinetik charakterisiert werden.

Die Anbindung eines Liganddr) an eire Wechselwirkungsstelle an der OberflacRe Kann bei
Vernachlassigung der Diffusion somit durch ReaktionsgleicGlizgt.1 dargestellt werden.

L+ Rk—\kd_?—\ LR Gl.2.4.1
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Fir diese Reaktion ergibt sictiie BindungsrateR mo ( aug Bdi Anahl der belegten
Bindungsplatzen ¢ ded Konzentration des Liganden ¢ und der Zahl der freien Bindungsplatze an
der Oberflache nacksl.2.4.2. Die Zahl der freien BindungsplatiZesst sichaus der Differender
maximal belegten Bindungsplatzeg, und derZahl der belegten Bindungsplatpdeiréchnen.

dG(t W . . .
dE):ka o) n@(qka_c K'p (.e I%O(Gmaleg (O) Gl.24.2

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

und man kann Gleichun@l. 2.4.2 als Kinetikpd SdzR2 SNARGSNJ h NRydzy 3 | dzF ¥l

auflosen.
G(t) = & (109 Gl.243

Die Gleichgewichtsbeladungg beschreibt die erreichtéAnzahl der belegten Bindungsplatze
sobald sich das System im Gleichgewicht befindet. Bei Verwendung eines Langmuir
Sorptionsmodells fiir die Assoziation erhalt méir die Gleichgewichtsbeladung den in
Gleichung Gl. 2.4.4 aufgezeigten Zusammenhang mit der Maximalbeladumg, und der
Assoziationskonstante:

&

A

Anhand der in Gleichun@l.2.4.3 und Gl.2.4.4 dargelegten Zusammenhange wird deutlidass
man durch die Analyse von Bindungskurven Aussagen uber Kinetik und Thermodynamik des
Systems erhalten kanis.
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2.5 Molekular gepragte PolymergMIPS)

2.5.1 Allgemeine Beschreibung von molekular gepragten Polymeren

Molekular gepragte Polymere(MIPs) sind kinstliche Erkennungselemente, die Uber
Bindungsstellen fur ein bestimmtes Templatmolekul verfigen. Diese Bindungsstellen entstehen
wahrend des Polymerisationsprozesses durch die Wechselwirkung zwischen funktionellen
Monomeren und einem Templatmolekil. Durch Extraktion des Templatmolekils nach
abgeschlossener Polymerisation verbleiben Bindungsstellen im Polymer, die eine spezifische
Wectlselwirkung und somit eine molekulare Erkennung erméglichen (gidbddung6).

Polymerisation Extraktion

Templatmolekdil Funktionelles Quer-
Monomer  vernetzer

Als Griundervater des molekluaren Pragens sind WaBf und Mosbach[21] bekannt, die
erstmals molekula gepragte Polymere als spezifische Trennmaterialien verwendeten. Fur die
Herstellung molekular gepragter Polymere werden ein oder mehrere unterschiedliche
funktionelle Monomere sowie ein Quervernetzer benotigt. Die funktionellen Monomere werden
so ausgewiilt, dass sie in ihrer chemischen Funktionalitat gut dazu in der Lage sind mit dem
Templatmolekill zu wechselwirken. So kommen je nach Templatmolekil unter anderem basische
(z.B. Vinylpyridin), saure (z.B. Acrylsaure(derivate)), oder auch hydrophobe tz@&) S
Monomere zum Einsatz, umun ein paar Beispiele zu nenn¢®2]. Fir die Auswahl des am
besten geeigneten funktionellen Monomers existieren zahlreiche Ansatze, unter anderem wird
hierfur auf molekulardynamische Modellierunf23] und kombinatorischeMethoden [24]
zurlickgegriffen.

Abbildung6: Schematische Darstellung des molekularen Préagens

Je nach Art der Wechselwirkurzgvischen Templatmolekil und funktionellem Monomeird
zwischen kovalentem und nichtkovalentem Pragen differenziert. Beim kovalenten Pragen
kommt es¢ im Gegensatz zum nicht kovalenten Pragemnur Ausbildung einer kovalenten
Bindung zwischen funktionellem Monomer und Templatmolekil. Diese kovalenterigjnaird

nach Abschluss der Polymerisation beim Extraktionsschritt wieder gebrochen. Dieses
Prageverfahren fuhrt zu eineecht homogenen Verteilung der Bindungskavitatemsichtlich

ihrer Form und Affinitat Allerdings kann es nicht fir jedes Templatrkéleverwendetwerden,

da bestimmte chemische Funktionalitaten im Templatmolekil vorhanden sein midisegine
reversible und einfache kovalente Anbindung an das funktionelle Monomer erméglichen (z.B.
| @RNR E&f INHZILISY = { NdzNB F dagie @olythefeSr¢shiltien gude@ NiNd | 2 I £ S
recht langsame Bindungskinetik und eine aufwandige Regeneration, da bei der molekularen
Erkennung die kovalenten Bindungen zwischen Templatmolekul und funktionellem Monomer
erneut geknupft werdens].

Aus diesen Griunderwird in den meisten Publikationenwelche die Synthese von MIPs
beschreiben ein nichtkovalenter Prageansatxerfolgt Der Vorteil einer schnelleren
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Bindungskinetik nd einer Anwendbarkeitlieses Prageverfahrerauf beliebige Molekllle muss
jedoch durch eine breitere Verteilung der Bindungsstellen sowie eine hohe bendtigte Menge an
Templatmolekil erkauft werdeii25]. Zur speifischen molekularen Erkennung tragen hierbei
nichtkovalente zwischenmolekulare Wechselwirkungskrafte (siehe Abschki® bei. Eine
Ubersicht der unterschiedlichen nichtkovalenten Wechselwirkupgedie bei der
Wechselwirkungwischen funktionellem Monomer und Templatmolekil auftreten kbnnen, sind
mitsamt ihrer ungeféahren BindungsenergieTabellel aufgelistet.

Tabelle 1: ZwischenmolekulareWechselwirkungen, die bei nickbvalent gepragten Polymeren zur molekularen
Erkennung beitragenBindungsenergie entnommen ayj6]

Bindungsenergie
[kImol]

Graphsche
Darstellung

®]
lonische Wechselwirkung b d —NHj x\— 80-300

Wechselwirkung Beispiel

lon-Dipol Wechselwirkung p -I-q- — d+< d 50-200
DipotDipol d d d d ]
Wechselwirkung +) I" —O0 —F 4-40
Wasserstq‘brucken __+_q O—H - O— 4-120
Wechselwirkung /

d d
Dispersions +ﬂ —CH,—CH,—
: l ] i 0-6
Wechselwirkung : :
i -
—CH,—CH,—

Neben dem funktionellen Monomer ist ebenfalls der Crosslinker von Bedeutung fiir das optimale
Bindeverhalten von molekular ggjten Polymeren. Der Crosslinkdient der Vernetzungder
funktionellen Monomere und haltdiese in ihrer Position, so dass die Struktur der
Bindungskavitat erhalten bleibt. Der Crosslinker soll dabei eine madglichst geringe
Wechselwirkung mit dem Templatmoliékaufzeigen, um eine gute molekulare Erkennung im
MIP zu gewébhrleiste[27]. Zudem darf das Gerust, das durch den Crosslinker erzeugtnigid

zu flexibel oder zustarr sein Ersteres wirde die Struktur des MIPs nicbhdtant halten,
letztereswirde ein (schnelles) Eindringen des Templatmolekils in das Polymer behindern.

Neben der chemischen Zusammensetzung des Polymers haben auch das konkrete
Polymerisationsverfahren, das Solvens in der die Polymerisation durchgefiut sowie
Additive die wahrend des Polymerisationsprozesses zugesetzt werlaan Einfluss auf das
gepragte Polymeund dessen molekularen Erkennungseigenschd2&h

-20-



Theoretischer Teil

Um die Leistungsfahigkeit und das spezifische Erkennungsvermdgen von gepragten Polymeren
zu evaluieren, wird zum einen deren Sorptionsverhalten gegeniber strukturell &hnlichen
Molekilen untersubt. Zum anderen werden die gepragten Polymere mit einem nicht gepragten
Polymer (NIP) verglichen, das mittels desselben Herstellungsprozesses erzeugt wurde, jedoch in
Abwesenheit des Templatmolekiils.

2.5.2 Polymerisationsverfahren zur Synthese von MIPs

Fur die $nthese vonmolekular gepragten Polymeren werden neben &l Prozesse
hauptséachlich radikalische Polymerisatismerfahren verwendet. Dabei stellt die Bulk
Polymerisation die klassische Synthesemethode dar, bei der ein Polymermonolith erzeugt wird.
Diese Methode ist schnell und bendtigt keine besondere Laborausstattung und wird daher
oftmals verwendet. Fir die weitere Charakterisierung und Verwendung des MIP muss dieses
allerdings durch Mahlen zerkleinert werden, was zu einer polydispersen Mischung rikelRa
hinsichtlich ihnretMorphologieund Gro3efuihrt. Hierdurchist die Ausbeute an den Partikeln der
gewilnschten Grof3e sehr gerinda fur eine bestimmte Anwendung oftmals eine bestimmte
PartikelgroRe  erforderlich  ist. Alternative  Polymerisationsmethode wie  die
Fallungspolymerisation [29], die Suspensionspolymerisation[30], oder auch die
Emulsionspolymerisatiofi3l] wurden ebenfalls bereitserfolgreich fir die Synthese von MIPs
eingesetzt. Alle diese Verfahren erméglichen die Synthese von sphérischen Polymerpartikeln, je
nach Methodekdnnenteilweise sogar monodisperse Partilkghalten werdenBei derWahl des
optimalen Polymerisationsverfahrens kommt es jedoch sehr auf das Templatmolekil und auf
den vorgesehenen Anwendungsbereich des gepragten Polymersarass es nicht eine
optimale Methode ar Herstellung von MIPs gibt.

In den letzten Jahren wurde der Fokus vermehrt auf eine Oberflachenpréagung von Partikeln
gelegt. Diese bietet den Vorteil, dass keine Extraktion des Templatmolekiils aus tieferliegenden
Bindungsstellen erfolgen muss, was aufgt des fiir gewdhnlich recht hohen Anteils an
Crosslinker schwer ist. Zudem ergibt sich aus einer alleinigen Oberflachenpragung eine deutlich
schnellere Bindungskinetik der MIPs. Insbesondere gilt dies fiir das Pragen auf gré3ere Molekiile
wie zum Beispiel éptide oder Proteine. Fir die Herstellung solcher oberflichengepragter MIPs
gibt es ebenfalls zahlreiche unterschiedliche Verfalig2h Hierzu kdnnen beispielsweisérthe

MIP Filme auf geeigneten Substraten erzeugt wer8sh, oder auch mittels eines zweistufigen
Verfahrens eine MIP Hille auf einen geeigneten Kern aufgebraehtlen [34, 35]. Ein
einstufiges Verfahren zur Herstellung von oberflachengepragten 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 TropfchengrofRe erzeugt, in welcher didi®eakschlieRend
stattfindet. Bei Verwendung eines amphiphilen Templatmolekiils reichert siclesdaes der
Phasengrenze an, so dass es zu einer Pragung der Oberflache kommt. Bei Verwendung eines
eher hydrophoben Templatmolekils werdeum Teilauch im Ineren der Polymerpartikeln
Bindungskavitatemrzeugt
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2.5.3 Molekulare Erkennung irmolekular gepragten Polymeren

Die fur die molekulare Erkennung verantwortlichen Wechselwirkungen bilden sich bereits vor
der Polymerisation zwischen dem funktionellen Monomer wen Templatmolekil aus. Der
hierbei gebildete Komplex aus funktionellem Monomer und TemplatmolekitK@Mplex) wird
durch die Polymerisationmit dem Crosslinker in seiner Positidixiert. Eine anschlie3ende
Entfernung des Templatmolekdls fuhrt somit znex Bindungstaschen der die funktionellen
Monomere bereits die passende rdumliche Anordnung haben. Higdoeite mittels Molecular
Modelling aufgezeigt werden, dass funktionelle Monomere, die eine energetisch sehr glinstige
TemplatMonomer Wechselwirkng eingehenauch zu einem hohen Prégeeffekt und hoher
Selektivitat fuhren[37]. Je nach Templatmolekil und funktionellem Monomer werden hierbei
die unterschiedlichsten zathenmolekularen Wechselwirkungen (Mder-Waals
Wechselwirkungen, Dipd A LJ2 f 2 SOKaSt gAN) dzy3Sy> 21 aaSNRG2FTF
Kommen beim nichtkovalenten Pragen vor allem elektrostatische Wechselwirkungen zum
Tragen, ist eine molekulare Erkemg in polaren Medien wie z.B. in Wasser oftmals nicht mehr
moglich, da die Wechselwirkueg hier, bedingt durch die hohere Dielektrizitdtskonstante,
deutlich schwéacher sing].

In der Regel kommt es in der Prapolymerisationsmischung zur Ausbildung strukturell
unterschiedlicher TMKomplexe, die auch in Bezug auf ihre stéchiometrische Zusammensetzung
variieren (sieheAbbildung7). TMKomplexemit Beteiligung mehrerer funktioneller Monomere
fuhren demnach zinochselektiverBindungsstellen im MIRlie mehrere strukturelle Einheiten

des Templatmolekiils erkenndsdnnen,wie mittels NMR Studien bewiesen werden konf2§].
Entsprechend fiihren TMomplexe mit Beteiligung von nur einemder weniga funktionellen
Monometren zu eher weniger selektiveBindungsstellenNeben der Selektivitat der wird durch
diesen Prozess ebenfalls die Affinitat der Bindungsstellen beeinflusst. Demnach liegt im
gepragten Polymer ebenfalls eine Verteilung der Affinitat ded@ngsstellen vor.

Qwim Lnoé u»“«u It’ﬁ
!
I‘: I'_ I‘_ |'_,_‘|

Zunehmende Selektivitat der Bindungsstelle

Abbildung 7: Schematische Darstellung des nichtkovalenten Pragemechanismus. Das Templatmolekdl (grin) und
das funktionelle Monomer (schwarz) formen Tdomplexe unterschiedlicher Stdchiometrie. Durch
Copolymerisation mit einem Crosslinker (blau) wird die raumliche Anordnung der funktionellen Monomere im TM
Komplex fixiert.

NIP und MIP enthalten dieselbe Anzahl an funktionellen Monomeren. Aus détbitdung?
dargestellten Mechanigus wird deutlich, dass die BildutgchselektiverBindungsstellen auf
Kostenvon Bindungsstellergeringer Selektivitavon statten geht.Die Uberwiegende Anzahl
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stellen Bindungsstellen mittlereSelektivitat dar, die Anzahl hochselektiverBindungsstellen
nimmt exponentiell ab. Insgesamt filhrt die hdhere Anzahl an Bindungsstellen mit hoher
Selektivitdttdemnachzu einer Steigerung de3elektivitatdes gepréagten Polymers im Vergleich
zum nicht gepragten Polymer. Der reinen Logik dieses Modells folgeunss de Anzahl an
Bindungsstellen im MiIRllerdings geringer sein als im NIP. Die strikte Verwendung dieses
Modells lasst jedoch Wechselwirkungen mit dem Crosslinker auf3en vor und bezieht eine
Besetzung der Bindungsstellen mit anderer raumlicher Anordnungigasden nicht mit ein.

Zudem konnte mittels RoOntgenkristallographie aufgezeigt werden, dessdurch die
Zusammenlagerung mehrerer Templatmolekile wahrend der Prapolymerisationsphase auch zur
Ausbildung von Bindungstaschen kommt, die Komplexe aus mehré&esnplatmolekilen
enthalten kénnen [39]. Die molekulare Erkennung in gepragten Polymeren wird somit durch
mehrere unterschiedliche Mechanismen realisiert. Eine Beschreibung des Adsorptionsverhaltens
gepragter Polymere stellt somstets eine Mittelung Uber alle Bindungsstellen dar. Je nach
Polymer und der sich hieraus ergebenden Verteilungsbreite der Bindungsstellen kommen
unterschiedliche Sorptionsmodelle zum Tragen. Fir die Beschreibung von MIPs mit einer engen,
homogenen Vertdiing der Bindungsstellen koénnen Langmuir oder extended Langmuir
Adsorptionsisothermen verwendet werdddQ], bei breit verteilten Bindungsstellen Failich

[41] oder auch Adsorptionsisothermen nach Langnrfrigwindlich[42].

2.5.4 Anwendungen von molekular gepragten Polymeren

Fur molekular gepragte Polymere existiert eine Vielzahl an unterschiedlichen
Anwendungsmdglichkeiten, hauptsachlich im Bereich der Analytischen Ch3hi&o werden

sie fur Affinitatstrennunger{44], als Erkennungselement in biomimetischen Asdd$, als
Katalysator fur chemische Reaktiongt6] und auch als Drug Delivery Syste[d&| eingesetzt.

Ein weiteres breites Anwenagsfeld besteht in der Verwendung als selektives
Erkennungselement in Sensotemobei dieAnzahl dieser Anwendungen in dégtzten 20 Jahren
rapide zunahnisieheAbbildung8).

Zahl der Publikationen tber die Anwendung
200 4 molekular geprégter Polymere in Sensoren

150

100

Zahl der Publikationen

50

> H o A

R N PR A P = S RN
FF RS FFFPSFTEFFTTES PSR WX
7DD AT T (8 0T B R T D D O D

Abbildung8: Anzahl der Publikationen Uber die Verwendung von MIPs als Erkennungsstruktur in Sensoren. Suche in
der Web of Science Datenbank Version 5.13, Suchstichweonblecularly imprinted polymer sensar
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Der groRRe Vorteil bei der Verwendung von MIPs in &eamsliegt vor allem in ihrer deutlich
héheren Robustheit und Langlebigkeit im Vergleich zu biologischen Erkennungselementen wie
Antikorpern oder Proteinen[48]. Zudem erlauben MIPs ebenfalls eine Detektion in
nichtwassrigen Medien oder in Gegenwart von Metallionen und sind schnell in grol3en Mengen
ohne Tierversuche herstellbatllerdings isdie Affinitat von MIP$m Gegensatz zAntikorpern
oftmals um mehrere @fenordnungen gerirgy, was eine Limitierung fir manche
Sensoranwendungen darstellt.

Eine Ubersicht dariber welche Transduktionsmethoden bereits mit MIPs als
Erkennungselement kombiniert wurden, bietet der Artikel von Henral.§#9]. Beschrankt man

sich rein auf optische Transduktionsmethoden, so finden sich auch hierfir eine Vielzahl an
Publikationen, der Artikel von MoreABondi etal. [50] fasst hierbei die wichtigsten Fortschritte
zusammen.

Fur die Verwendung von RIfS als Transduktionsmethode wuideden ersten Arbeiten
Polymerfilme genutzt, die direkt auf demrahsducer aufgebrachivurden [6]. Hierbei wurden
auf den Analyten PhengD-mannopyranosid kovalent gepragte Polymere untersubhe. MIPs
zeigten alkkrdings lange Anspchzeiten von ca. 60 Minuten, teilweise irreversible
Wechselwirkungen undvaren durch die Instabilitdt des Systemscht besonders gut als
sensitive SchicHtir RIfSgeeignet

Mit nichtkovalent gepragten Polymeren konnten vielverspreodere Ergebnisse erzielt werden.
Hier wurden auf den Analyt iBenzoylweinsaure gepragte Polymere untersucht. Die
Ansprechzeit des Sensors war mit 30 Minuten nur noch halb so lang wie fir das kovalent
gepragte System. Zudem war eine lineare Kalibrieiom@ereich zwischen 0,5 und 5 mmol/L
mdoglich und es konnte aufgezeigt werden, dass eine Unterscheidung von Enantiomeren mit
diesem System mdglich i&1].

Um die relativ langen Ansprechzeiteon ca. 30 Minuternzu verkirzenwurde in weiteren
Arbeitenuntersucht, inwiefern sich MIPs in partikulérer Form als sensitive Schicht eldiegnu
wurden auf Atrazin gepragte Partikelerwendet die nichtkovalent durch elektrostatische
Wechselwirkungen immobilisiert wurden. Mit diesem System konnte in Toluol mit einer
Analytkonzentration von 1,@pm noch ein Bindungssignal erhalten werdeflerings zeigten
auch diese MIPgecht lange Ansprechzeiten von ca. 30 Minuten und ein starkes Rauschen im
Bereich von 10@m. Zudem war die Oberflaichenbelegung relativ gering und eine mehrfache
Regeneration aufgrund der mangelnden Oberflachenstabilitéhtn moglich. Die Arbeiten
zeigten daher hauptsachlictlie prinzipielle Realisierbarkeit dé&/erwendung vonmolekular
gepragten Polymerpartikeln als sensitive Schichfaf
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2.6 DerM2-Protonenkanal

Neben molekular gepragten Polymeren wurde in dieser Arbeit auch die molekulare Erkennung
innerhalb eines biologischen Systems untersukligrbeiwurdenUntersuchungen zur Struktaqr
AktivitatsBeziehungerschiedenelnhibitoren des M2 Protonenkanals mittels ITC durchgefuhrt.

2.6.1 Funktion desM2-Protonenkanals

Der M2-Protonenkanal ist ein Membranprotein in der Virushille von Influenza Typ A Viren.
Dieser Protonenkanal ist fur die Replikation der Viren essentiell. Zum edneidglicht er das
Einschleusen von Protonen in das Virusinnere, was zum Ansauern des Virions fiuhrt. Das
Ansauern fihrt hierbei zu einer Dissoziation des Ribowagteins von einem umhillenden
Matrixprotein und stellt somit einen kritischen Schritt begrdVirusreplikation daf53]. Fir
manche Subtypen ist devi2-Protonenkanal zusatzlicfir die Regulierung depHWertes im
trans-Golgiapparat verantwortlici54]. Durch die Regulation dgsHWertes wird die native
Konformation von Hemagglutinin A konserviert und ermoglicht die Freisetzung neu gebildeter
Viren durch die Faion mit der endosomaledellmembran.

2.6.2 Hemmung dedM2-Protonenkanals

Durch dieSchiisselstellungles M2 Proteinsn der Virusreplikation kann durcdeinelnhibition
eine antivirale Wirkung erzielt werden. Als solche Inhibitoren werden die Substanzen Rimantadin
und Amantadir(sieheAbbildung9) bereitskommerziel eingesetz{59].

NH,
NH
2 CH,
Amantadin Rimantadin

Abbildung9: Stukturformeln der M2-Hemmstoffe Amantaih und Rimantadin

Jedoch sind in den letzten Jahren vermehrt Resistenzen gegen diese Medikamente zu
beobachten. So waren in den Jahren 2006 96,46 (bei einer Gesamtheit von n=761) der
getesteten Influenza A Viren (H3N2) innerhalb der Vereinigten tStaaesistent gegen
Amantadin, bei manchen isoliert in Asien vorkommenden Typen wurde sagaResistenz von
100% der Viren beobachtet [56]. Hierbei sind selektive Mutationen in der
Transmembrandoméane de€2-Protonenkanals (M2TM) fir die Resistenz verantwortlich. Um
nun diesen Resistenzen effektiv begegnen zu kdnnen ist zum einen ein genaues Verstandnis des
Aufbaus dedM2-Protonenkanals erforderlich, zum anderen jetloch auch eine gezielte Suche
nach strukturell &hnlichen Verbindungen mit antiviraler Wirkumgtwendig Wahrend der
letzten Jahre wurden zahlreiche strukturelle Varianten auf Basis des Amantadin Grundgeristes
synthetisiert und auf ihre antivirale Wirkg hinuntersucht[57-59].

2.6.3 Aufbau des M2-Protonenkanalsund Wechselwirkung mit Hemmstoffen

Der genaue Aufbau der M2 Proteins und die Wechselwirkung mit Amantadr bereits
Gegenstand zahlreicher Studien. So wurden bereits Strukturmodelle auf Basis
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molekulardynamischer Berechnung¢0], mittels Kristallstrukturanalysgsl] und NMR[62]
entwickelt. Der fir die Funktion des Proteins wichtige Teilelltst hierbei die
Transmembrandoméane dar, welche aus einéimmotetramer aus helicalen Peptidstrdngen
besteht. Hierbei existieren verschiedene Sygen desM2-Protonenkanalsmit leicht anderer
Aminosauresequenz (sieff@belle?). Alen unterschiedlichen Subtypen ist hierbei gemein, dass
die vier Helices ein linkshandigy@aralleles Blindel ausbilden (sieAbbildungl0).

Reduktion der Affinitat
durch Mutation

@ >80%
) 30-80%
© <30%

Abbildung 10: Links: Modell der M2 Pore mit gebundenem Aamtadin basierend auf Kristallstikturanalysen
(entnommen aus [61] mit geringfiigiger Uberarbeituny Sticksofff: Cyan, Kohlenstoff: WeiRR. Die Oberflache der
Wechsdwirkung mit Valin27 ist in rot, fir die Wechselwirkung mit Alanin 30 in griin, mit Serin 31 in blau und mit
Glycin 34 in orange dargestellRechts: Seitliche Darstellung des M2 Tetramers sowie Einfluss von Mutationen an
verschiedenen Positionen auf dieilungsaffinitat. Rot: Reduktion der Affinitdt um tber 80 %, gelb: Reduktion der
Affinitat um 30-80 %, griin: Reduktion um kleiner 30 %.

Die Pore hat am innerhalb des Virus liegenden Ende den geringsten Durchmesser und 6ffnet sich
zur Membranmitte hin. In ér Mitte der Membran besitzt sie eine wassergeflillte Kavitat und
erreicht dabei ihren maximalen Durchmesser von 9 A. Bei der Bindung von Amantadin kommt es
zur Aufnahme von einem Amantadinmolekul pro tetramerem Bindel. Im gebundenen Zustand
befindet sich Mantadin in der Kavitat in der Mitte des Protonenkanals und ist von den
Aminosauren VaR7, Ala 30, Ser 31 und Gly 34 umgeben. Genau diese Aminosauren sind in
Amantadinresistenten H1 Viren durch andere Aminosduren ausgetauscht. Mutationen an
Stellen, die @ einer teilweisen Reduktion der Wirkung von Amantadin fuhilergen hierbei
FoaSAda RSN . AyRdzy3aidl a0KS dzyR YyNKSNJ 'Y aNdzié
befindliche Ende) der Pore. Der Eintritt von Amantadin in die Pore kann hierbei durch
konformative Anderungen der Aminosausste oder aber auch durch eine laterale Diffusion in
die Pore vostattengehen.

Im gebundenen Zustand zeigt die Aminogruppe von Amantadin den Kristalstnkzufolge
hdchstwahrscheinlich in Richtung des Virusinnerensieadurch His 37 stabilisiert werden kann.
Durch die Kristallstrukturanalyse konnte dies nicht zweifelsfrei geklart werden, jedoch ist durch
diese Orientierung mehr Platz fir den relativ grofReml unpolarenAdamantanrest vorhanden.
Diese Ausrichtung dedganden in der Bindungstasche wird zusétzlich unter anderem durch
molekulardynamische Berechnungef63] und FestkorpeNMR Studien gestltzt [64].
Wahrscheinlich ist allerdings, dass Arraatin durch eine geringflgitaterale Verschiebung in

der Lage ist sich zu drehemp dass beide Bindungskonformationen eingenommen werden
kdnnen[65]. In einer NMRStudie im Jar 2008[66] wurde aufgezeigt, dass fur Rimantadin noch
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