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I n der belebten Natur basieren Erkennungselemente auf
Proteinen und Nucleinsduren, die sowohl eine hohe chemi-
sche Selektivitdt als auch katalytische Aktivitdt aufweisen.
Als Alternative zur evolutiven Erzeugung von optimalen
Bindern und Katalysatoren auf der Basis von Aminoséduren
und Nucleotiden wurden von den Arbeitsgruppen von Wulff,
Shea und Mosbach synthetische molekular geprédgte Poly-
mere (molecularly imprinted polymers, MIPs) entworfen.!'!

Wegen ihrer hohen chemischen und thermischen Stabili-
tdt und ihrer geringen Kosten haben ,bio-inspirierte* mole-
kular gepriagte Polymere das Potenzial, biologische Erken-
nungselemente in der Affinitdtschromatographie sowie in
Biosensoren und Biochips zu ersetzen. Einige Sensorkonfi-
gurationen wurden zwar bereits verdffentlicht, der grofie
Durchbruch steht aber noch aus.**) Ein Hindernis fiir Rou-
tineanwendungen ist die Signalgenerierung bei Bindung des
Analyten an das Polymer. Zwar konnen samtliche Marker-
typen von Immunassays auch bei MIP-Analyt-Wechselwir-
kungen angewendet werden, besonders vielversprechend sind
aber direkte (markerfreie) Transduktoren.*'” Vor diesem
Hintergrund wurden mit gepridgten Polymeren beschichtete
Quarzkristall-Mikrowaagen sowie Oberflichenplasmonenre-
sonanz-Sensoren bereits erfolgreich fiir die Erkennung von
niedermolekularen Substanzen, aber auch von Proteinen,
Viren und lebenden Zellen eingesetzt.'™1%

Eine weitere Moglichkeit fiir die markerfreie Detektion
ist die Verwendung von Kalorimetern. In der Enzymtechno-
logie kommt der Enzym-Thermistor fiir diesen Zweck zum
Einsatz, da enzymatische Reaktionen eine Enthalpieénde-
rung in einer GréBenordnung von ca. 5-100 kJmol™" auf-
weisen.'*1%! Es wurden bereits erste Untersuchungen von
MIPs mittels isothermaler Titrationskalorimetrie zur chiralen
Erkennung von Phenyl-a-DAi-mannopyranosid beschrieben,
und Haupt et al. haben die Nutzung von Thermistoren zur
Messung von Adsorptions- und Desorptionsprozessen an
molekular gepriigten Polymeren vorgeschlagen.['"")

Hier demonstrieren wir erstmals die Kombination eines
kalorimetrischen Transduktors — des Thermistors — mit der
Analyterkennung durch ein katalytisch aktives MIP. Beide
Effekte, die Bindung/Desorption sowie die katalytische Um-
wandlung des Substrats, werden durch konzentrationsab-
héngige Wérmesignale widergespiegelt.
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Das katalytisch aktive Polymer wurde, wie bereits be-
schrieben, mittels eines Phosphorsduremonoamids (Matrize)
als Ubergangszustandsanalogon der Esterhydrolyse und 4-
Vinylimidazol hergestellt.”*?'! Die Polymerpartikel hatten
einen durchschnittlichen Durchmesser von ungefihr 40 um
und katalysierten die Solvolyse von nicht aktivierten Phe-
nolestern (Schema 1). Die spezifische Aktivitéit dieses Poly-
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o

AcOH + HO@

Schema 1. Vorgeschlagener Mechanismus der MIP-katalysierten Solvo-
lyse des Substrats zu Phenol und Essigsiure

mers in Bezug auf 4-Nitrophenylacetat (NPA) betrégt
90 mUmg ! Polymer und die scheinbare Michaelis-Menten-
Konstante (Ky) war 2.2 mM. Die Geschwindigkeitskonstan-
ten (Tabelle 1) der Nitrophenylacetat-Solvolyse liegen in der

Tabelle 1: Kinetische Parameter fiir die MIP-katalysierte Solvolyse von
Phenylacetat (PA) und Nitrophenylacetat (NPA)."!

kobs. [minJ] kunkat. [min;I] kobs/kunkat, (kobs._kunkat.)/kunkat.
PAP  MIP 15.83x107% 5.92x10°° 2.67 1.67
NIP  7.01x10°° 1.18 0.18
NPAY MIP 3.83x107% 0.13x107°  28.69 27.69
NIP  1.89%x107° 14.2 13.12

[a] 100 ugmL™" Polymer; [b] 500 um Phenylacetat; [c] 5 mm Nitrophe-
nylacetat.

gleichen GroBenordnung, wie bereits fiir andere esterolyti-
sche MIPs berichtet.’>?! Das entsprechende nicht geprigte
Polymer (NIP) wurde aus derselben Monomermischung, aber
ohne Templat hergestellt.

Generell sind die Geschwindigkeitskonstanten fiir Phe-
nylacetat niedriger als die fiir NPA veroffentlichten Werte.”’!
Dies kann seine Ursache darin haben, dass das Polymer ur-
spriinglich fiir die Solvolyse von NPA konzipiert wurde und
NPA auBerdem leichter hydrolisierbar als PA ist.”! Als
Substrat fiir die Messungen im Thermistor wurde Phenyl-
acetat verwendet. Dieses Substrat hat eine geringere Eigen-
hydrolyse als der entsprechende Nitrophenolester, es ist in
Puffer mit 10 % Methanol in millimolaren Konzentrationen
16slich und zeigt keine Produktinhibition im Bereich der er-
warteten Produktkonzentration, wie sie fiir andere Substrate
beschrieben wurde.””

Fiir den Vergleich des esterolytischen Polymers mit einem
Enzym untersuchten wir die katalytische Spaltung von Phe-
nylacetat durch Esterase, die zuvor an aminopropylfunktio-
nalisiertem porésem Glas immobilisiert worden war.” Die
Messungen im Thermistor erfolgten in einem Durchflussre-
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aktor, der das immobilisierte Enzym enthielt. Die Signal/
Zeit-Kurve hat den typischen Verlauf, der schon friiher fiir
Enzymreaktionen beschrieben wurde (Abbildung 1), d.h.
eine stationdre Wirmeentwicklung bei der katalytischen
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Abbildung 1. Thermistor-Signal fiir die MIP-katalysierte Reaktion bei
verschiedenen Phenylacetatkonzentrationen sowie bei 5 mm Phenol
und fir immobilisierte Esterase mit 5 mm Phenylacetat. Substratfluss
bei 0 min, Start des Waschens bei 20 min. 20 mm Natriumphosphat-
puffer (pH 7.5)/10% Methanol.

Reaktion.'"¥! Peaks traten weder nach Substrat- noch nach
Pufferinjektion auf, was darauf hindeutet, dass keine mess-
bare Warme durch Adsoptions- und Desorptionsprozesse
entsteht. Dies ist begriindet durch die hydrophile Oberfldache
der Partikel nach der Funktionalisierung mit der Esterase. Im
Bereich von 0.5 bis 5.0 mm Phenylacetat wurde eine lineare
Abhingigkeit des Signals fiir den stationdren Zustand beob-
achtet. Die Bestimmung der Phenolkonzentration mithilfe
einer Tyrosinaseelektrode ergab einen Umsatz von nahezu
100%.

Zum Testen der Polymere wurden je 150 mg MIP oder
NIP in einen 500-pL-Reaktor gefiillt. Analog zur Esterase
zeigt das geprigte Polymer (Abbildung 1) fiir niedrige Phe-
nylacetatkonzentrationen ein konzentrationsabhéngiges Pla-
teau, das iiber mehr als 20 min konstant bleibt. Eine Sattigung
dieses ,stationdren Zustandes“ der katalytischen Reaktion
erfolgt bei ca. 500 um. Der Umsatz bei dieser Substratkon-
zentration liegt bei ungefdhr 20 %. Nach dem Umstellen auf
Puffer verringert sich die Signalstirke auf die Hohe der Ba-
sislinie. Bei Konzentrationen von bis zu 5 mM Phenylacetat
beobachtet man einen Peak in den ersten 10 min mit einem
anschlieenden Abfall des Signals auf einen Séttigungswert.
Der folgende Pufferstrom generiert einen negativen Peak,
der sich langsam der Basislinie annédhert. Das Signal wurde
auch iiber eine liangere Zeit bei einer Konzentration von
5.0 mMm Phenylacetat (Abbildung 2) aufgezeichnet. Nach dem
initialen Peak bleibt das Signal bis zur Pufferinjektion iiber
den gesamten Zeitraum auf dem Niveau des stationdren
Zustandes. Die Injektion resultiert wiederum in einem ne-
gativen Peak.
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Abbildung 2. Wirmesignale der Reaktion des bifunktionellen MIP und
des NIP mit 5 mm Phenylacetat. Start des Substratflusses bei 0 min
und Start des Waschens mit Puffer bei 45 min. Die rote Kurve repri-
sentiert das MIP und die schwarze Kurve das NIP. Der Einschub zeigt
die zwei verschiedenen Wechselwirkungen zwischen Polymer und Sub-
strat im MIP bei Zeiten zwischen 25 und 45 min.

Um die Ursache des initialen Peaks bei hoheren Kon-
zentrationen zu ermitteln, wurden Messungen mit den Re-
aktionsprodukten — Phenol und Essigsdure — durchgefiihrt.
Fiir 5.0 mm Phenol wird ein viel schérferer Injektionspeak als
fiir 5.0 mm Phenylacetat beobachtet, der aber sehr schnell auf
die Basislinie hin abfillt (Abbildung 1). Da berichtet wurde,
dass Solvolyseprodukte die Substratumsetzung beeintrachti-
gen, wurde der Einfluss von Phenol auf die PA-Solvolyse
untersucht.””) Experimente mit einem Laufpuffer, der 5.0 mm
Phenol enthielt, und Injektionen von verschiedenen Phenyl-
acetatkonzentrationen resultierten in einer um 50% ver-
minderten, aber noch feststellbaren Katalyse. Auch der in-
itiale Peak war noch sichtbar, wenn auch niedriger und ver-
breitert. Diese Verkleinerung kann mit einer Vorbesetzung
der Bindungsstellen bei einem groflen Produktiiberschuss
erklirt werden. Da aber nur eine sehr niedrige Konzentration
des Produkts erzeugt wird, das au3erdem durch das verwen-
dete FlieBsystem stdndig ausgewaschen wird, kann der Inhi-
bitionseffekt vernachlissigt werden. Die Injektion von 5.0 mm
Essigsdure ergab ein scharfes Signal, das sehr schnell wieder
auf die Basislinie abfiel. Das konzentrationsabhéngige Wir-
mesignal des NIP betrug hingegen fiir Phenylacetat und auch
fir Phenol weniger als 5% des entsprechenden Signals des
MIP (Abbildung 2).

Da beide Polymere — MIP und NIP - aus derselben Mo-
nomermischung hergestellt wurden, konnen wir aus diesem
Verhalten schlieSen, dass es sich bei den Signalen des MIP
eindeutig um einen Prigeeffekt handelt. Aus der Konzen-
trationsabhéngigkeit konnen wir schlussfolgern, dass es zwei
Gruppen von Bindungsstellen im MIP gibt. Die Einstellung
eines stationidren Zustandes bei niedrigen Substratkonzen-
trationen ist das Resultat einer Gruppe von Bindungsstellen
mit hoher Affinitét, die Phenylacetat zu Phenol und Essig-

Angew. Chem. 2006, 118, 7142-7146


http://www.angewandte.de

sdure hydrolysieren kénnen (Abbildung 2, Einschub). Diese
Katalyse erzeugt das konzentrationsabhingige Wérmesignal
iiber die gesamte Zeit, wihrend der das Substrat durch den
Reaktor gepumpt wird. Der Peak, der bei hohen Konzen-
trationen entsteht, wird durch eine zweite Gruppe von Bin-
dungsstellen mit schwicherer Affinitét verursacht, die in der
Lage sind, reversibel Phenylacetat oder Phenol zu binden
(Abbildung 2, Einschub). Die Signale fiir diese Bindungs-
stellen resultieren aus der Adsorption und Desorption dieser
Arylreste. Nach einer bestimmten Zeit der Substratzufuhr ist
ein Bindungsgleichgewicht erreicht, und das Signal fillt auf
den Wert der durch die Katalyse bestimmten Wirme, bis die
Waschphase beginnt. Hier wird dann ein negatives Signal
beobachtet, das der endothermen Desorption des Substrates
zugeordnet werden kann.

Phenylacetat wird nur von der ,Xkatalytisch aktiven
Tasche® mit einer Séttigung iiber 500 um umgewandelt. Bei
hoheren Konzentrationen tritt eine Uberlagerung durch ein
Signal auf, das aus der Adsorption an nicht katalytische
Bindungsstellen resultiert. Dies ist in Einklang mit der De-
sorption wihrend des Waschens, die auch bei Konzentratio-
nen > 500 uMm sichtbar ist. Kirchner et al. berichteten bereits
iiber einen dhnlichen Effekt, bei dem die perfektesten Kavi-
tdten bevorzugt bei niedrigen Analytkonzentrationen und die
weniger perfekten Kavitidten bei hoheren Konzentrationen
besetzt wurden, was in zwei unterschiedlichen Bindungsen-
thalpien resultierte.!'”)

Mit diesem Wissen konnen wir nun die scheinbaren ki-
netischen Daten fiir beide Bindungsstellen bestimmen. Fiir
die katalytische Tasche wurde das Signal bei 20 min direkt vor
dem Waschen und fiir die bindende Tasche das Signal bei
4 min gegen die jeweils verwendete Substratkonzentration
aufgetragen (Abbildung 3). Die scheinbaren kinetischen
Daten sind in Tabelle 2 zusammengefasst.

Mit dieser Methode konnten zum ersten Mal enzyméhn-
liche Katalyse und antikdrperdhnliche Bindung an einem bi-
funktionellen MIP simultan beobachtet werden. Die Bi-
funktionalitdt basiert auf zwei unterschiedlichen Typen von
Erkennungsstellen im MIP und kann durch die Enthalpie-
differenzen unter Verwendung eines Durchflussthermistors
unterschieden werden. So ermoglichen die MIP-Thermistor-
Messungen die Erfassung von zwei unterschiedlichen Ereig-
nissen: Substratumwandlung in den katalytischen Taschen
und Adsorption in den bindenden Taschen. Diese Methode
ermoglicht es, markerfreie Multianalyt-Detektoren zu ent-
wickeln sowie einen tieferen Einblick in die Wechselwirkun-
gen zwischen polymerem Katalysator und Substrat zu erhal-
ten, was hilfreich bei der Optimierung der Polymersynthese
von Katalysatoren sein wird.

Experimentelles

Die Polymere wurden nach Lettau etal. hergestellt.”” Proben
wurden in 20 mm Natriumphosphatpuffer (pH 7.5)/10% Methanol
direkt vor der Verwendung gelost. FlieBgeschwindigkeit und physi-
kalische Bedingungen fiir die Thermistormessungen: 1.0 mLmin'
20 mm Natriumphosphatpuffer (pH 7.5)/10% Methanol und eine
konstante Temperatur 7 von 303.15 K. Die Geschwindigkeitskon-
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Abbildung 3. Michaelis-Menten-Auftragungen der Signale bei a) 4 min
und b) 20 min. Rechtecke reprasentieren das MIP und Kreise das NIP.
Fehlerbalken: Mittelwerte mit Standardabweichung aus drei Messwer-
ten.
Tabelle 2: Scheinbare kinetische Daten, gemessen im Fluss.
AT s Kt
Signal (stat. Zustand) MIP 4.16+£0.25mK  322.17+57.88 um
NIP  nb.F n.b.
Signal (Peak) MIP  15.724+0.94 mK 1836.28 +187.76 pum
NIP  n.bl n.b.
[a] Ky fur Signal (stationdrer Zustand), Ky fiir Signal (Peak). [b] Nicht
bestimmbar.
stanten wurden in 20 mm Natriumphosphatpuffer (pH 7.5)/10%
Methanol bestimmt.
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