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Protonengesteuertes Schalten der Lumineszenz 
von Lanthanoidkomplexen in waSriger Losung : 
pH-Sensoren auf der Basis langlebiger Emission** 
A. Prasanna de Silva*, H. Q. Nimal Gunara tne  
und Terence E. Rice 

Lumineszierende Lanthanoidkomplexe['] werden zuneh- 
mend als Marker fur Immunoassays in klinischen Anwendun- 
gen eingesetztr2I. Ein Grund dafur ist ihre lange Lumineszenz- 
lebensdauer (ms-Bereich), die eine einfache zeitliche Auflosung 
vor dem kurzlebigen (ns-Bereich) Fluoreszenzhintergrund, wie 
er in biologischen Systemen allgegenwartig ist, ermoglicht. Wir 
zeigen nun, wie Lanthanoid-f-f-Lumineszenz fur das Design 
von Sensoren genutzt werden kann, ohne daI3 dabei die beson- 
deren Eigenschaften von Lumineszenzmarkern verlndert wer- 
den. 

Unsere Arbeitsgrupper3] und andereL4I haben Systeme des 
Typs ,,Fluorophor-Spacer-Rezeptor" entwickelt, die als Ionen- 
sensoren mit ioneninduzierter Unterdruckung des photoindu- 
zierten Elektronentransfers (PET) vom Rezeptor zum Fluoro- 
phor arbeiten. Es war daher ein direkter, logischer Schritt, den 
organischen Fluorophor durch einen lumineszierenden Lantha- 
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noidkomplex zu ersetzen. Das Terpyridylderivat 4"'- 2f1 ist als 
Ligand dafur besonders geeignet, da es leicht zuganglich ist, im 
nahen UV absorbiert und gebunden an Lanthanoidionen ein 
elektronenarrnes K-System hat. Zunlchst modifizierten wir 4 
durch eine einfache Aminogruppe als Protonenacceptor, die im 
PET-ProzeB als Elektronendonor dient. Naturlich kann das 
PET-Sensor-Prinzip auI3er fur Protonen auch fur den Nachweis 
vieler anderer Analyte eingesetzt werden13, 'I. 

Verbindung 1 wurde, wie in Schema 1 gezeigt, in den ge- 
wunschten Liganden 3 iiberfuhrt. Die durch Lanthanoidzusatz 

X t X 

Schema 1. Reagentien: a) N-Bromsuccinimid, Dichlormethan: b) Et,NH oder 
HN[(CH,),],O oder Me,N; c) KOH. Die Strukturen sind in der Metall-komplexie- 
renden Konformation wiedergegeben; im freien Liganden stehen die Pyridyldlpole 
einander gegeniiber [ 131. 

bewirkten Absorptionsanderungen A in den UV-Absorptions- 
spektren von 3 wurden nach Gleichung (a) ausgewertetL3] und 

ergaben die in Tabelle 1 aufgefuhrten Bindungskonstanten ,!I. 
Bei gegebener GroBe von (ca. lo6 bei pH 6.0) wurden Mi- 
schungen aus dem entsprechenden Liganden 3 und dem Lantha- 
noidsalz im hundertfachen UberschuD zur Synthese der Kom- 
plexe 3 .  Ln in situ eingesetzt. Die pH-Titrationen dieser 
Sensorlosungen ergaben zwar geringe, aber mefibare Anderun- 
gen in den UV-Absorptionsspektren, aus denen nach Auswer- 
tung mit Gleichung (b) die in Tabelle 1 angegebenen pKa-Werte 

Ig[('max - A)/(' - 'mJ1 = T PH * P K ~  

M(4Lum, max - &um)/(dLurn - h u m ;  m 3 1  = P" - PK: 

(b) 

(c) 

der Seitenketten-Aminogruppe resultiertenL5]. Drastische Ande- 
rungen fanden sich in den verzogerten Lumineszenzspektren 
von 3 a .  Tb und 3 b .  Tb wahrend der pH-Titration (Abb.1). 
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Tahelle 1. Optische Parameter und Komplexierungsparameter der Lanthanoid- 
komplexe 3 a -  c [a. b]. 

3 a , T b  3 a . E ~  3 b  T b  3 b  Eu 3 c . T b  3 c . E ~  

ka [cl 5.8 5.8 6.2 6.2 5.8 6.2 
P K  [dl 7.2 7.6 5.3 5.5 - - 

6 d S a u r e )  [el 0.49 0.1 0.51 0.1 0.52 0.11 
uil ,,,(Base) [el 0.03 0.06 0.05 0.08 0.46 0.11 
LE If1 16 1.5 10 1.3 1.1 1 
P K  [91 6.8 7.5 4.9 5.8 n/a n/a 
r,,,/ms(Slure) [h] 0.62 0.25 0.65 0.25 0.64 0.26 
Y Iil 4.2 3.7 4.2 3.1 4.2 3.8 

[a] lo-' M 3a-c . Ln in sauerstoffhaltigem Wasser bei 22.0"C. Die Lanthanoidsal- 
ze wurden als Chloride eingesetzt. Alle Komplexe 3 a  - c  . Tb und 3a-c . Eu haben 
mit E.,,,(lgi:)-Werten bei pH 6 von 285 nm (4.74), 335 nm (4.43) und 345 nm (4.44) 
(Einheit von c :  M -  ' em- I )  im wesentlichen identische UV-Absorptronsspektren. 
Die freien Liganden 3a-c haben mit i,,.(lgc)-Werten von 245 nm (4.811, 272 nm 
(sh) (4.65) und 330 nm (sh) (3.9) ebenfalls im wesentlichen identische UV-Absorp- 
tionen. Die Lumineszenz wurde rnit Verzogerungszeiten von 0.1 und 0.1 ms gemes- 
sen. Die Gate-Zeiten fur Tb  und Eu betrugen 0.5 bzw. 1.5 ms. Unter diesen Bedin- 
gungen liegt die Hauptemission von 3 a - c . E u  bei 617nm (aufgrund des 
'Do + 'F,-Ubergangs). wlhrend 3a-c . Tb die Haupemissionen bei 544 nm und 
auch bei 493 nm (aufgrund der Ubergdnge sD, + 'F, bzw. 'D, + 'F6) hat. Die 
wlhrend der Beobachtung dieser Hauptemissionen erhaltenen korriyierten Emis- 
sionsspektren Bhneln in allen Fillen in ihrer Form stark den entsprechenden Ab- 
sorptionsspektren. Wegen der Hydratationszahl (9) uon ca. 4 ist es nicht uberra- 
schend, dall bei pH > 8 hydrolytische Effekte am Metallzentrum oder in dessen 
Nahe iiberwiegen. Dies fuhrt bei einem Anstieg des pH-Werts zu Verringerungen der 
Lumineszenz sowohl bei den Tb- als auch bei den Eu-Systemen, wobei im Falle yon 
Eu ein Anstieg bei mittleren Werten auftritt. Daher wurden unsere Studien anf den 
pH-Bereicb 3-8 begrenzt. Ein Entfernen des Sauerstoffs fuhrte bei 3a-c T b  zur 
Erhohung der Lumineszenzintensitlten um 4- lo%,  wdhrend die Anderungen bei 
3a-c . Eu weniger als 2% betrugen. Eine erste Analyse der Temperaturabhingig- 
keit der Lumineszenzintensitlt 1141 von 3a-c . T b  ergab Aktivierungsenergien von 
2-8 kcalmol- I .  Die Lumineszenz von 3 a - c .  Eu zeigte nahezu keinenTemperatur- 
effekt. [b] Uber die Spektraldaten der Liganden 2a-c werden wir in einer spdteren 
Veroffentlichung berichten. [c] Erhalten aus der Analyse der Anderungen in den 
UV-Spektren aufgrund von Eu3'- und Tb'+-Vdriation (pH = 6.0) rnit Glei- 
chung (a). Das Verhalten ist jedoch entgegen den Erwartungen fur solche hochgela- 
denen Systeme nicht ideal [lS]. [d] Ermittelt aus Glrichung (b) anhand der zwar 
geringen, aber meabaren Anderungen in den UV-Absorptionsspektren van 3 ' Ln 
unter pH-Variation. Es kann nicht unterschieden werden, welche der beiden Amino- 
gruppen protoniert wird. Die pK.-Werte haben eine Ungenauigkeit von f 0.2 pH- 
Einheiten. Diese pK,-Werte sollten gut rnit den pK:-Werten iibereinstimmen [3]. 
[el Ermittelt durch Vergleich der korrigierten Lumineszenz-Emissionsspektren rnit 
denen von 4 . Eu [I r. 2f] und dem ternlren Tb-Komplex rnit edtd und Sulfosalicyl- 
slure [I61 fur Eu bzw. Tb. [fJ Protoneninduzierter Lumineszenzverstarkungsfak- 
tor = 6L,,(Saure)/61.,,,(Base). [g] Ermittelt nach Gleichung (c) durch Analyse der 
pH-Abhingigkeiten der Lumineszenzquantenausbeuten (Abb. 2). Der pKs- 
Wert bezieht sich auf die Protonierung der zweiten Aminogrnppe im AnschlnB an 
die der ersten Aminogruppe, da  beide Aminogrnppen blockiert sein mussen, bevor 
wieder Lumineszenz erhalten werden kann [IS]. Die entsprechenden pKa-Werte 
unterscheiden sich jedoch nicht sehr stark, da  sich die beiden Aminogrnppen nahezu 
unabhangig voneinander verhalten [17]. Aufgrund der grollen raumlichen Tren- 
nung und der 1,3-Verkniipfung der dazwischen liegenden aromatischen Ringe ist 
dieses Verhalten nicht unerwartet. Die pK:-Werte haben eine Ungenauigkeit von 
k 0.1 pH-Einheiten. [h] Ermittelt durch Andlyse der Abhingigkeit der Lumines- 
zenzintensitat II. voii der Verzogerungszeit f anhand der Gleichung 2.3 lg(fl/f1.J = 
- I/T,.", [lo]. [i] Hydratationszahl. ermittelt anhand der Gleichung ( 1 / ~ , , ~ ~ ~ ~ ~ , , )  - 
( I / T ~ ~ , : ~ ~ ~ )  = (q/A) [18]. A hat die Werte 4.2 und 1.05 fur Tb  bzw. Eu. 

450 550 650 
h/mm __t 

Abb. 1. Nicht korrigierte Lumineszenzspektren des Sensors 3 b .  T b  in AbhHngig- 
keit vom pH-Wert. Die pH-Werte betragen (in der Reihenfolge abnehmender Inten- 
sitat) 3.2, 4.4, 5 0, 5.6. 6.5. 

Diese Komplexe zeigen protoneninduzierte Lumineszenzver- 
starkungsfaktoren (LE) von 16 bzw. 10 ohne Wellenlangenver- 
schiebung der Emissionsbanden oder Veranderungen ihrer rela- 
tiven Signalhohen zueinander. 

Die Ergebnisse dieser Messungen schlieoen intrinsische Fluo- 
reszenz zur Erklarung der Phanomene aus. Die Abhangigkeit 
der Lumineszenzquantenausbeuten 4Lum vom pH-Wert wird wie 
erwartet von der Art der Seitenkette X beeinflufit (Abb. 2), 

0 . 6 ~  
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4L"" 0.2 ' I  0.1 

4 0 

0 0 

A 3eTb 

, : 70 0.04 i 
2 3 4 5 6 7 8 9  
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Abb. 2.  Abhdngigkeit der Lumineszenzqnantenausbeute 
Sensoren 3 a .  Tb. 3 b T b  und der Modellverbindung 3 c .  Tb. 

vom pH-Wert der 

wobei 3c  . Tb eine im wesentlichen pH-unabhangige Lumines- 
zenz im pH-Bereich 3-8 zeigt. Dies schlieBt auch einen durch 
Hydrolyse bedingten Zusammenbruch des pH-Sensors im pH- 
Bereich 3 -8 aus, da durch Hydrolyse der Sensibilisator-/Anten- 
neneffekt des Liganden aufgehoben und die Terbiumlumines- 
zenz geloscht worden ware. Die Protonierung der koordinieren- 
den Atome und anschlienende Dissoziation der Komplexe kann 
auch zu einer pH-Abhangigkeit der Lumineszenz['"] fiihren, ist 
aber nicht fur die Anwendung in einem unimolekularen Sensor 
geeignet . 

PET-Prozesse finden in den Koinplexen 3 a . Eu und 3 b . Eu 
nur selten statt, obwohl die Aqua- und edta-Komplexe (edta 
= Ethylendiamintetraessigsaure-Tetraanion) von Eu3 + leichter 
reduziert werden als die von Tb3+L6l. Wie la& sich dieser Be- 
fund erklaren? Zum einen kann man erwarten, daI3 die kiir- 
zere Lumineszenzlebensdauer von 3 . Eu verglichen mit der 
der entsprechenden Tb-Verbindungen die Effizienz der PET- 
Aktivitat reduziert, und zum anderen konnte der PET-ProzeB 
vor dem Energieiibergang vom angeregten Zustand des Ligan- 
den (Singulett oder Triplett) zum Lanthanoidion auftreten. Dies 
ist insofern von Bedeutung, da zu bekannten PET-Sensoren 
PET-Prozesse zu oder von angeregten Singulettzustanden rela- 
tiv hoher Energie und Lebenszeiten im Nanosekundenbereich 
gehorent3- 'I. In den hier beschriebenen Fallen ist das n-Elektro- 
nensystem des Liganden raumlich naher zum Amin-Elektronen- 
donor der Seitenkette als das LanthanoidionI'], obwohl auch 
der EinfluB der vermittelnden n-Elektronensysteme auf die 
PET-Geschwindigkeit beriicksichtigt werden muB['l. Die n- 
Elektronensysteme in den Tb-Komplexen scheinen, wie ein 
Blick auf die relativen pK1- oder pk',-Werte der Seitenketten- 
Aminogruppen zeigt, unter unseren Bedingungen geringfiigig 
elektronenarmer zu sein als in 3 a .  Eu und 3 b .  Eu. Dies sollte 
einen effizienteren PET zum n-Elektronensystem in 3a . Tb und 
3 b . Tb begiinstigen. Die moglicherweise wichtigsten Schlussel 
zum Verstandnis des unterschiedlichen Verhaltens der Tb- und 
Eu-Komplexe liegen darin, daB 3 . Tb a) eine zwar geringe, aber 
meI3bare Lumineszenzloschung rnit Sauerstoff und b) einen 
zwar geringen, aber meBbaren Riickgang der Lumineszenz mit 
steigender Temperatur zeigt. Der EinfluI3 von Sauerstoff und 
Temperatur auf die Lumineszenz von 3 . Eu ist vernachlassig- 
bar. Einige Tb-Komplexe zeigen solche Effekte aufgrund der 
Gleichgewichtseinstellung des Tb-5D,-Zustands mit einem nur 
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geringfiigig energiereicheren xx*-Triplettzustand des Liganden 
noch deutlicher[lb-dl. Wenn auch nur in relativ geringerem 
Mane, so 1st dies bei 3 . Tb doch eindeutig der Fall (was fur die 
Anwendung von 3 a . Tb und 3 b . Tb als pH-Sensoren von Vor- 
teil ist). Daher sollte der ligandenzentrierte Triplettzustand von 
3 .  Tb eine hohere Lebensdauer haben als der von 3 .  Eu. Vom 
Konzept her ahnliche Situationen finden sich beispielsweise in 
der verzogerten Fluoreszenz des E-TypsLgl. Naturlich waren 
PET-Prozesse von der Seitenketten-Aminogruppe wesentlich ef- 
fizienter, wenn solche langlebigen angeregten Zustande beteiligt 
waren. 

Wir haben gezeigt, wie sich 3 . Tb durch seine verzogerte Lu- 
mineszenz zur pH-Messung eignet. Unsere ,,Flaschenpost"-Sy- 
steme, die die Phosphoreszenz rein organischer x-Elektronensy- 
steme bei Raumtemperdtur zum Nachweis von Tonen 
ausnutzen"O1, sind zu den hier beschriebenen Lanthanoidkom- 
plexen komplementar. Zusammengenommen haben diese Sen- 
soren, die die relativ langlebige Lumineszenz im Millisekunden- 
bereich ausnutzen, ein bedeutendes Potential fur den Echtzeit 
(> ms)-Ionennachweis in intrinsisch fluoreszierenden Umge- 
bungen. Mit den relativ langen Emissionslebensdauern sollte 
auch eine einfache Analyse des Abklingens der Lumineszenz 
moglich sein, was den Nachweis von Ionen ohne jegliche Kom- 
plikationen aufgrund von Anderungen an der Optik, der Sen- 
sorkonzentration oder Lumineszenzloschern in diesen Mi- 
kroumgebungen["I ermoglichen konnte. Ein weiterer interes- 
santer Aspekt zur Selektivitat des Designs supramolekularer 
Systeme wie 3 .  Tb beinhaltet die Verwendung eines Terpyridyl- 
rezeptors fur Tb3 ', der als eine Kombination aus Antenne und 
Lumophor wirkt, wlhrend die Seitenketten-Aminogruppen als 
Rezeptoren fur die nachzuweisenden Protonen dienen" '1. 

Eingegangen am 19. Dezember 1995, 
verinderte Fassung am 28. Mai 1996 [Z 86681 
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Palladiumkatalysierte Kaskadencyclisierung von 
Ioddienen und -trienen unter Carbonylierung"" 
Christophe Copkret, Shengming Ma und 
Ei-ichi Negishi* 
In memoriam WoEfgang Oppolzer 

Wir berichten hier uber eine neuartige palladiumkataiysierte, 
unter Carbonylierung verlaufende Kaskadencyclisierung von 
w-Ioddienen und -trienen. Dabei werden durch Acylpalladie- 
rung"] unter RingschluD mehrere C-C-Bindungen gekniipft, 
und in jedem Cyclisierungsschritt wird CO eingebaut. Durch 
die Verwendung von CO als C,-Baustein wird die neuartige 
nichtlinear-anellierende Kaskadencyclisierung moglich (Sche- 
ma 

Wir berichteten bereits iiber Untersuchungen zur Cyclisie- 
rung durch A~ylpalladierung[~~. Trotz dieser Acylpalladierun- 
gen unter Bildung eines Monocyclus und verwandter Polymeri- 
sationen durch Acylpalladier~ng[~I schien keine kaskadenartige 

[*] Prof. E. Negishi, C. Coperet, S. Ma 
Department of Chemistry, Purdue University 
West Lafayette, IN 47907 (USA) 
Telefax: Int. + 317/494-0239 
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[**I Diese Arbeit wurde yon den National Institutes of Health (GM 36792) gefor- 
dert. C. C. war 1993 bis 1994 ein Purdue Research Foundation Graduate 
Research Fellow. Wir danken Dr. P. E. Fanwick fur die Kristallstrukturanaly- 
sen, Dr. D. V. Carlson, Chemistry Department NMR Facilities, fur die Durch- 
fuhrung der NMR-Messungen, Dr. T. Sugihara fur hilfreiche Diskussionen 
und Johnson Matthey fur das zur Verfugung gestellte PdCI,. 
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