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Bevezetés

A molekularis lenyomati  polimerek (,,molecularly
imprinted polymer”, MIP) szelektiv szorbensek. Kiilonleges
tulajdonsagaikat eléallitasi modjuknak koszonhetik. A
polimert a szelektiven megkotni kivant anyag — ami lehet
viszonylag egyszer(i szerves molekula, pl. gyogyszer vagy
novényvédoszer, de lehet akar makromolekula vagy sejt
is — jelenlétében allitjak eld. Kovalens kotésen alapuld
lenyomatképzés esetén a célmolekula (,templat”) és a
monomerek kozott eldzetesen alakitanak ki reverzibilis
kovalens kotést, ami a templat és a monomerek
kapcsolodasi modjat és geometrigjat rogziti. Nemkovalens
kolesonhatason alapuld lenyomatképzéskor a monomer(ek)
és a kozeg célszerli megvalasztasaval altalaban elérhetd,
hogy a polimerizacios elegyben a megkotendé anyag és a
monomer molekuldk kozott onrendezddés révén jelentds
intermolekularis kolcsonhatasok jojjenek létre. Az igy
kialakult térbeli elrendezés a polimerizacio soran keresztkotd
segitségével rogziil, kialakul a szilard polimer, a MIP.

1. Abra. A molekuléris lenyomatképzés sematikus menete (T=templat)

A templatot a MIP-hez kotd reverzibilis vagy masodlagos
kotéerok valamilyen alkalmas, tobbnyire kompetitiv
reagens segitségével megbonthatok, és igy a megkdtott
anyag a polimerrdl leoldhaté. Visszamaradnak azonban
a mar kialakult kotohelyek, vagyis a kivalasztott anyag
térbeli és kémiai lenyomata. Ezért beszélink molekularis
lenyomatképzésrdl. A polimer a templatot képes oldataibol
szelektiven adszorbedlni az emlitett lenyomatszeri
kotShelyekre. Az adszorbedlt anyag azutdn alkalmas
lemososzerrel ismét eltavolithato. Igy a molekularis
lenyomatu polimer ujrahasznalhat6.

A molekuléris lenyomatt polimerek iranti nagy érdeklédést
elsésorban az indokolja, hogy a fent ismertetett ecljaras
szinte barmilyen molekuldra szelektiv szorbens eldallitasat
lehetéve teszi az 6nrendezddési elv alapjan, azaz a bonyolult

szintézisek elkeriilésével. A MIP készités legegyszeriibb
modja a tdombpolimerizacios eldallitas (2. abra). Az elsd
1épés a templat, az oldoszer és a monomer Osszekeverése,
ekkor kialakulnak a templat-monomer komplexek.
Ezutdn adjuk hozzd a keresztk6td és az iniciatort, majd
oxigénmentesitett (altalaban nitrogénnel) atmoszféraban
lejatszatjuk a polimerizaciét. A kapott tombpolimert
Osszetorjiik és szitaljuk, majd a templatot kioldjuk beldle.

AVb 4

Oldoszer  Monomer
Templat

Keresztkots Imiciitor

2. Abra.A polimer szintézis menete (nem kovalens kélcsonhatason

Polimerizacio
alapulva).

Az igy kapott szemcsés szorbens fizikai ¢és kémiai
modszerekkel tesztelhetd (szemcseméret, porusméret
eloszlés, stiriség, valamint - kromatografias vagy szilard
fazisa extrakcios (SPE) oszlopba toltve - eltcios és
szelektivitas jellemzok), de a gyakorlati felhasznalas és
nagy mennyiségben valo eldallitas hatékonyabb modszerek
kifejlesztését igényli.

Az 1. tablazatban néhdny példat mutatunk be molekularis
lenyomata polimerekre és azok lehetséges alkalmazasara. A
téma bdséges irodalmabdl csupan néhany friss dsszefoglalo
kozleményt'>, egy konyvet® és két magyar nyelvil
értekezést”® emlitiink.

Kozleményiinkben a tovabbiakban csak a kis molekuldk
nemkovalens kolcsonhatason alapuld polimer lenyomataival
foglalkozunk. Célunkbemutatninéhanyj, altalanos modszert
e kiilonleges polimerek eldallitasara és alkalmazasara.
Hangsulyosan targyaljuk azokat a modszereket €s szamitasi
eredményeket, amelyek létrejottében aktivan részt vettiink.

A nemkovalens lenyomatképzés technologiajabol adoédoan a
kapott polimerek sajatsagos tulajdonsagokkal rendelkeznek.
Az onrendezddés a tapasztalatok szerint altalaban nem
elég erés ahhoz, hogy csupa egyforma kotohely alakuljon
ki. Emiatt a kotOhelyek kotéserdssége és szelektivitasa
elég széles skalan valtozhat egyazon anyagon beliil is. A
kotohelyek hozzaférhet6sége sem egyforma. Gyakorlati célra
késziilo szorbenseknél természetesen fontos a kotéhelyek
konnyt, vagyis gyors hozzaférhetdsége. Ezért a molekularis
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lenyomata polimereket u.n. porogén oldoszerekben szoktak
elballitani. Igy nagy fajlagos feliiletii, mezoporusos anyag
jon Iétre és a kotdhelyek elsésorban a porusfeliileteken
alakulnak ki.

1. Tablazat. Molekularis lenyomatii polimerek néhany alkalmazasa

Célvegyiilet Minta Modszer
Clenbuterol Vizelet SPE
L-fenilalanin anilid Puffer, oldoszer Kiralis HPLC

Teofillin Vér Mesters. ellenanyag
Oxidacios termékek Motorolaj Tomeg szenzor
Triazinok Vizek SPE

Kombinatorikus eloallitas

A molekularis lenyomatt polimerek eldallitasanal szamos
technikai nehézséget kell megoldani. Ilyenek példaul:

- alkalmas monomert és keresztkotot kell talalni, amely(ek)
a lenyomatképzé molekulaval megfelelé kolcsdnhatasba
tudnak 1épni,

- a porogén oldészer oldja jol a monomercket és a
lenyomatképzé anyagot, de ugyanakkor ne Iépjen erds
masodlagos kolcsonhatasba a lenyomatképzdvel, mert akkor
gatolna a monomerek és a lenyomatképzo kozti kotodést,

- a lenyomatképz6t konnyen és teljesen el lehessen tavolitani
a polimerbdl a szintézis utan.

Ezek a problémak gyakran nehéz helyzet elé allitjak még a
legrutinosabb szintetikus vegyészeket is. Ezért célszerlinek
latszott a vegyész altal elképzelhetének tartott nagy szamu
lehetdség kozil egy gyors elkisérlet sorozattal valasztani
ki a legmegfelelobbeket. A feladat nem volt egyszer(i, mert
a hagyomanyos modszerekkel egy 1Uj polimer tisztitdsa
¢és jellemzése tobb napos feladat, ezért til sok alternativa
kiprobalasanem johetett szoba. Amegoldasta mas teriileteken
mar divatos kombinatorikus mddszer alkalmazasa jelentette.
(Tulajdonképpen nem a kombinatorikus jelleg dominalt
itt, hanem a kombinatorikus modszereknél hasznalt nagy
ateresztOképességll automatizalt technika atvétele).

A megoldast egy konkrét példan mutatjuk be. A cél a
fenitoin (difenil-hidantoin, 3. &bra) nevl gyodgyszerre
szelektiv MIP eldallitasa volt. A fenitoint az amid csoportjai
miatt célszerlinek latszott hidrogén hidas kotéssel kotni
a polimerhez. Ezt a célt — elvben — sokféle monomerrel
el lehet érni. Keresztkotoként a mar jol bevalt EDMA-t
(etilén-glikol-dimetakrilat, 3. abra) akartuk hasznalni. A
fenitoin a szokasos porogénekben (pl. diklérmetan, toluol,
acetonitril) rosszul oldodik, a jo oldoszerei (pl. alkoholok,
éterek) viszont gyengitik a monomerrel képzett masodlagos
kotéseket. Ezért a jo porogének €s a jo oldoszerek elegyeivel
probalkoztunk.

O H\(O i
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O

3.Abra. Fenitoin és EDMA

El6észor is tizenkét kiilonb6zé monomert vizsgaltunk meg,
a polimerizaciot acetonitril és tetrahidrofuran 70/30 v/v
elegyében hajtva végre, fenitoin jelenlétében illetve anélkiil.
Utobbi modon a kontroll, nem-imprintelt polimereket
(NIP) allitottuk eld. A tizenkét monomer koziil csak kettd
bizonyult alkalmasnak a fenitoinnal val6 lenyomatképzésre.
Ezekkel a monomerekkel azutan négyféle oldoszerelegyben
készitettink MIP-et illetve NIP-et, és a kapott polimerek
kotéképességét két-két kozegben vizsgaltuk. fgy Osszesen
negyven polimert allitottunk eld ¢és vizsgaltunk be. A
hagyomanyos modszerekkel mindez kozel egy évi munkat
adott volna egy kémikusnak. Ehelyett — a polimerizacid és a
tesztelés miniatiirizalasaval, integraldséval és robotizalasaval
— a teljes vizsgalat egy hét alatt valosult meg®.

Nemlinearis kromatografia

A molekularis lenyomati polimerek potencialis alkalmazasi
teriileteinek egyike az elvélasztastechnika. Mar szamos
példat irtak le a kromatografias, szilard fazisu extrakcios,
elektroforetikus és hasonld alkalmazédsokra. Kiilonosen
sokat foglalkoztak a kiralis kromatografiai alkalmazasokkal.
A MIP-ek szelektiv adszorpcios tulajdonsagai bizonyos
fokig tervezhetden valtoztathatok az egyetlen vegyiiletre
vald szelektivitdas és egy adott vegyiiletcsoportra valo
szelektivitas kozott. Mindez jol hasznosithatdé példaul a
mintael6készitésben. Erre a célra mar kereskedelemben is
kaphatd MIP és ujabb termékek forgalmazasat is igérik.

A nagy teljesitménytl = kromatografiass = (HPLC)
alkalmazéasokat bemutaté kozleményekben altalaban olyan
elvalasztasokat mutatnak be, ahol a szelektivitas kivald
de az oszlop hatékonysaga rendkiviil alacsony. A rossz
hatékonysag, vagyis a jelentds csucsszélesedés, valamint a
csucsok feltling aszimmetridjanak (tailing) magyarazataul
altalaban a MIP szemcsék nem gombszerti alakjat, tal
nagy méretét és a méreteloszlas széles voltat hozzak fel.
Ezek a tulajdonsagok a MIP-ek legegyszeriibb eldallitasi
modszerének (tdmbpolimerizacid) a kovetkezményei.
Az utobbi években szamos eredményes kisérletet tettek
homogén, gomb alakt ¢s néhany mikrométer atméréji MIP
szemcsék eldallitasara. Mindez azonban nem sokat javitott
a helyzeten. Egy masik magyardzat szerint az emlitett
problémakat a MIP kotéhelyeinek inhomogenitasa okozza.
Ezért tobben is foglalkoznak a kotéserdsség szempontjabol
homogénebb MIP-ck eléallitasaval.

A hosszan elnyuld csucsalakra a legjobbnak tiind
magyarazatot azonban Guiochon ¢és munkatarsai adtak'®.
Ok néhany MIP esetében sikeresen bizonyitottdk, hogy
a csucsok torzulasa elsésorban termodinamikai okokra
vezethetd vissza, nevezetesen az adszorpcids izoterma
nemlinearis voltara.

A nemlinedris izoterma az analitikai kromatografidban
egy ismert, de lehetdleg elkeriilenddnek tartott jelenség.
A vegyészmérnokok, illetve a preparativ kromatografusok
szamara viszont éppen ez a megszokott, ugyanis a preparativ
munkaknal olyan nagy koncentraciokkal dolgoznak,
ahol az izoterma mar gyakorlatilag mindig elhajlo.
Raadasul az elvalasztandé anyagok egymas adszorpcidjat
és igy retencidjat is befolyasoljdk, ami az analitikai
kromatografidban szintén szokatlan.
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A MIP-eknél ugyanezek a jelenségek fellép(het)nek, de mar
az analitikai koncentracid-tartomanyban, s6t még akar az
als6 méréshatarnal is.

Guiochon ¢és munkatarsainak eredményei a MIPekkel
foglalkozo analitikusok ¢és szerves kémikusok korében
nem taldltak nagy visszhangra. Ebben szerepe lehet a
nemlinearis kromatografia er6sen matematizalt voltanak.
Ugyanilyen fontos azonban, hogy a szerzék nem mutattak
ra a nemlinearis kromatografids viselkedésnek azokra
az altalanos kovetkezményeire, amelyeket a MIP-ekkel
dolgozoéknak feltétleniil figyelembe kellene venniiik. Az
alabbiakban ezeket a kovetkezményeket tekintjiik at.

A MIP-ek legfontosabb tulajdonsaganak, a lenyomatképzés
kovetkeztében 1étrejott szelektivitasnak a jellemzésére
kétféle mérdszamot hasznalnak: a kromatografias MIP
oszlop szelektivitasat (a), illetve a MIP oszlopon ¢és a
kontroll polimerbdl (NIP) késziilt oszlopon a templatra
mért retencidés tényezOk hanyadosat (IF: imprinting
factor). A szamitashoz sziikséges retencios tényezoket a
csticsmaximumok helyébdl allapitjak meg. Ezek az adatok
sajnos értelmiiket vesztik ha a vizsgalt anyagok adszorpcios
izotermaja annyira nemlinedris, hogy a csucsalakot dontéen
az izoterma szabja meg.Marpedig Guiochon szerint és a mi
tapasztalataink szerint is ez a helyzet, s6t az irodalomban
kozolt kromatogramok alapjan joggal feltételezhetd, hogy
masok MIP-jei is igy viselkedtek.

Az eclobbi allitds bizonyitdsara megmutatjuk, hogy a
szelektivitas mért értéke nagymértékben fiigg a beinjektalt
anyagok koncentraciojatol illetve a minta mennyiségétol.
Ennél is élesebben fogalmazva: minél alacsonyabb alsé
méréshatari detektort hasznalunk, annal szelektivebbnek
fogjuk taldlni ugyanazt a MIP oszlopot. A 4. abra sajat
méréseink alapjan mutatja, hogy egy fenitoin lenyomata
polimerbdl késziilt oszlopon (50x3mm) a fenitoin és a timin
elvalasztasa javul a minta higitasaval.

A nemlinedris kromatografia sajatsagaibol kovetkezden
helytelenek azok a torekvések, amelyek a kotohelyek
kémiai sajatsdgainak homogenizalasaval vagy a tanyérszam
novelésével probaljdk a cstcsok alakjat javitani. A
kotéhelyek homogenitasa esetén az izoterma nem linearis,
hanem Langmuir tipusu lesz, ami szintén egy nemlinedris
izoterma. Ez csak akkor tekintheté ko6zel linearisnak,
ha a telitési kapacitdsnak csak a toredékét hasznaljuk
ki, tehat az izoterma kezdeti szakaszan. A kotohelyek
homogenitasa tehat csak akkor hatdsos, ha egyidejlileg nagy
koncentracioban tudjuk eldallitani 6ket, ami viszont jelenleg
nem oldhat6 meg konnyen. A tanyérszam novelésével sem
sikeriilt eddig jelent6s javulast elérni. Ennek oka — legalabb
részben - hogy a nemlineéris kromatografidban a tanyérszam
alig befolyasolja a csticsok szélességét.

A gyakorlat szamara talan legfontosabb kovetkeztetés az
elmondottakboél az, hogy az ujonnan eléallitott MIP-ek
jellemzésére feltétleniil meg kell mérni a lenyomatképzd
anyag izotermajat. Hasznos lehet tovabba a potencialis
zavard illetve elvalasztandd anyagok izotermajat is
megmérni, sOt vizsgalni kell a lenyomatképzd és az
elvalasztand6 anyag egyiittes adszorpcidjat is, mert
kolcsonhatasok lehetségesek. A kolcsonhatas (amitél a

fentiekben az egyszerliség kedvéért eltekintettiink) tobbféle
tipusu lehet. Leggyakrabban a kot6helyekért valo versengés
fordul eld, de mi arra is talaltunk példat, amikor a két anyag
kolcsondsen novelte egymas adszorpciojat!!.
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4. Abra. Fenitoin (F) és timin (T) elvalasztisanak javulasa a minta
higitasaval. A megadott koncentracioértékek mindkét anyagra
vonatkoznak. F=0,5ml/min, eluens: acetonitril, A=220nm, Vinj=10pl

Pszeudo immun-analitika

A molekularis lenyomati polimerek érdekes alkalmazasi
teriilete az immunreagensek helyettesitése. Egyes MIP-ek az
ellenanyagokhoz hasonl6 szelektivitassal és nagy egyensulyi
allandoval kotik meg a lenyomatképz6 anyagot. Ugyanakkor
a MIP sokkal stabilabb mint az ellenanyag, reprodukalhatéan
allithato eld és alkalmazasaval elkeriilhetok az allatkisérletek
is.

Tobben alkalmaztak mar sikerrel MIP-eket olyan mérésekre,
amelyeket hagyomdnyosan ellenanyagok segitségével
oldanak meg. Legtobbszor valamelyik versengé modszert
hasznaltak, vagyis a mérendd anyag egy jelzett anyaggal
versenyzett a polimer kotShelyeiért. Jelzett anyagként
gyakran alkalmaztdk a lenyomatképz6 molekula triciummal
nyomjelzett valtozatat. Ebben az esetben a versengd anyagok
kémiailag azonosnak tekinthetdk. A tovabbiakban csak ezzel
az esettel (u.n. homolog versengés) foglalkozunk.

Azellenanyagok helyettesitésére hasznalt MIPekkel a kutatok
ugyanugy optimaltak a mérési kdriilményeket mint ahogy az
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az immunanalitikdban régota szokasos. Ezek a modszerek
rengeteg kisérletet igényelnek és nem szolgaltatnak olyan
adatokat, amelyek birtokaban a mérés egy masik feladathoz
konnyen Gjra optimalhatd lenne. A kozelmultban sikeriilt
megmutatnunk'?, hogy az els6 optimalaskor elvégzett
mérésekb6l meghatarozhaté a MIP izotermdja, ez utobbi
ismeretében pedig a modszer mas feladatokra, példaul mas
linearis tartomanyra, mas als6 méréshatarra, mas jel/zaj
viszonyu detektorra egyszer(i szamitassal ujra optimalhato.
Az 5. abra példaul azt mutatja, hogy ha megvaltoztatjuk
a minta és a polimer mennyiségének viszonyat, az
Gj jelleggorbe konnyen szamithatd. gy céljainknak
megfelelden valtoztathatjuk példaul az alsé méréshatart
¢és rogton lathatjuk ennek kovetkezményeit a tobbi mérési
jellemzokre, példaul a hasznos méréstartomanyra.

Kalibracios gorbe (ns* vs. Ig Canal)
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5. Abra. (S)-propranolol izotermajabol szamitott kalibracios gorbék
kiilonboz6 polimer mennyiség esetén (assay térfogat és a jelzett
propranolol mennyiség allando)

Munkank érdekes kovetkeztetéseként azt talaltuk, hogy mig
a kromatografias alkalmazasoknal a nemlinearis izoterma
megnehezitiaMIP-ek alkalmazasat, addigazimmunanalitikai
tipusu alkalmazas kizardlag akkor lehetséges, ha az izoterma
nemlinedris. A kétféle alkalmazashoz tehat masképp kell
optimalni a MIP eldallitasi eljarasokat.

Molecularly imprinted polymers: optimization of their
preparation by combinatorial methods and applications
in non-linear chromatography and binding assays.

Molecularly imprinted polymers are selective polymeric sorbents.
They may be prepared for almost any adsorband by self-
organization principles. Miniaturization and automation of their
preparation and testing is feasible and speeds up the optimization
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Osszefoglalas

A kozlemény onrendezddéssel képzddo, szelektiv polimer
szorbenseket, u.n. molekularis lenyomata polimereket
ismertet. Megmutatja, hogy az eldallitds és tesztelés
miniatiirizalasaval és automatizalasaval felgyorsithatd és
gépesithetd az a folyamat, amelyben tetszdleges megkotni
kivant vegyiilethez megtalaljuk a megfeleld polimerizacids
recepturat. A molekularis lenyomati polimerek alkalmazasi
lehetéségei koziil két fontos teriiletet mutat be a cikk: a
kromatografiat és a polimerek mesterséges ellenanyagként
valo felhasznalasat. Konkrét példakon keresztiil ramutat
arra, hogy a molekularis lenyomata polimereket alkalmazé
technikdk optimaldsadt a polimer adszorpcids egyensulyi
izotermajanak ismeretére célszerd alapozni.
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process. Two important fields of application for the imprinted
polymers are chromatography and binding assays. Method
optimization in both applications may be accelerated by measuring
and using the corresponding adsorption isotherms.
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