
verwendet werden kann, ohne dass eine jeweils eigene
Linkereinheit benˆtigt wird. Der Katalysator wird in Lˆsung
hergestellt und mittels Standardmethoden charakterisiert. Es
ist au˚erdem denkbar, die Reaktionsbedingungen so anzu-
passen, dass der Katalysator w‰hrend der Reaktion vom
FRPSG freigesetzt und erst w‰hrend der Aufarbeitung wieder
gebunden wird. Weitere Untersuchungen, diese Immobilisie-
rungsstrategie auf andere katalytische Systeme auszudehnen,
werden zur Zeit durchgef¸hrt.

Experimentelles

Allgemeine Arbeitsvorschrift f¸r Suzuki-Kupplungen: Der FRPSG-ge-
bundene Katalysator (100 mg) wurde in einem Schlenkgef‰˚ (50 mL)
vorgelegt, dieses wurde evakuiert und mit Argon bef¸llt (3 î ). Nun wurden
Ma˚lˆsungen des Arylhalogenids (0.3m in Dimethoxyethan (DME),
1.0 mL, 0.3 mmol), der Borons‰ure (0.33m in DME (Methanol im Falle
von 4-Methoxyphenylborons‰ure), 1.0 mL, 0.33 mmol) und Na2CO3 (2m in
Wasser, 1.0 mL, 2.0 mmol) hinzugegeben. Das Reaktionsgef‰˚ wurde mit
einer Schraubkappe verschlossen und bei 80 8C 15 h gesch¸ttelt. Nach
Abk¸hlen des Reaktionsgemisches auf 0 8C wurde die fl¸ssige Phase unter
Argonmithilfe einer Pipette entfernt und das FRPSGmit DME (2 î 2 mL),
Wasser (2 î 2 mL) und nochmals DME (2 î 2 mL) gewaschen. Die ver-
einigten fl¸ssigen Phasen wurden mit Wasser (40 mL) und Kochsalzlˆsung
(ges., 20 mL) verd¸nnt und mit tert-Butylmethylether (3 î 20 mL) extra-
hiert. Die vereinigten Extrakte wurden im Vakuum eingeengt, in Diethyl-
ether (2 mL) aufgenommen, auf neutrales Aluminiumoxid aufgetragen
(3 cm3, Aktivit‰t 2±3) und anschlie˚end mit Diethylether (~ 14 mL) eluiert.
Nach Verdampfen des Lˆsungsmittels wurden die Ausbeuten im Vergleich
zu einer definierten Menge 1,2-Dibromethan durch 1H-NMR-Integratio-
nen bestimmt. Der immobilisierte Katalysator wurde wie erhalten f¸r
weitere Experimente wieder verwendet.

Bestimmung der Katalysatorauswaschung: Der FRPSG-gebundene Kata-
lysator (500 mg, 10 mg Pd-Komplex pro g FRPSG, 1.48 mmol), 4-Bromni-
trobenzol (303 mg, 1.50 mmol) und Phenylborons‰ure (205 mg, 1.68 mmol)
wurden in einem Schlenkgef‰˚ (100 mL) vorgelegt, dieses wurde evakuiert
und mit Argon bef¸llt (3 î ). Nun wurden DME (10 mL) und Na2CO3 (2m
in Wasser, 5.0 mL, 10.0 mmol) zugegeben. Der Kolben wurde bei 80 8C 15 h
unter Argon gesch¸ttelt, bevor die Reaktionsmischung auf Raumtempe-
ratur abgek¸hlt und filtriert wurde. Der R¸ckstand wurde mit DME (2 î
10 mL), Wasser (2 î 10 mL) und nochmals DME (2 î 10 mL) gewaschen,
wobei die organischen und w‰ssrigen Filtrate separat gesammelt wurden.
Nach Entfernen der Lˆsungsmittel im Vakuum erhielt man Feststoffe, die
pulverisiert und mittels ICP-MS auf ihren Pd-Gehalt untersucht wurden.
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Molekulare Sonden und Sensoren f¸r Wasserstoffperoxid
(H2O2) sind aus vielf‰ltigen Gr¸nden f¸r die Umwelt- und
Bioanalytik von Interesse. H2O2 kommt in geringen ± aber
signifikanten ± Konzentrationen in der Atmosph‰re[1] und im
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Meerwasser[2] vor. Es wird in gro˚em Ma˚stab zum Bleichen,
Reinigen und zur Desinfektion in der Industrie eingesetzt,[3]

wobei auch gro˚e Mengen in die Umwelt entlassen werden.[4]

Des Weiteren entsteht H2O2 als Produkt bei fast allen
Oxidase-katalysierten Reaktionen,[5] was die quantitative
Bestimmung der Aktivit‰t von Enzymen und zahlreichen
Substraten einschlie˚lich der Glucose[6] sowie die Durchf¸h-
rung des Enzym-gekoppelten Immunoassays (ELISA) er-
mˆglicht, indem man eine Oxidase als Marker verwendet.[7]

H2O2 kann in Zellen von S‰ugetieren[8] und Pflanzen[9]

verschiedenartige DNA-Sch‰den hervorrufen ± ein Umstand,
der zurzeit gro˚es Forschungsinteresse genie˚t. Daher sind
Sonden f¸r H2O2 von au˚erordentlichem Interesse in der
Umwelt- und biochemischen Forschung, in der klinischen
Analytik und in Screening-Verfahren.

H2O2 kann mit sehr empfindlichen optischen Methoden
durch Chemilumineszenz (CL)[10] oder Elektrolumineszenz[11]

nachgewiesen werden, allerdings nur bei pH-Werten > 8.0.
Eine Empfindlichkeit, die mit der von CL-Methoden ver-
gleichbar ist, erreicht man durch den Einsatz von (laserindu-
zierten) Fluoreszenz-Methoden. Die Reaktion von bestimm-
ten Phenolen mit H2O2 in Gegenwart von Peroxidase liefert
fluoreszierende Dimere (bei 320 nm anregbar; Emissionsma-
ximum bei 415 nm), die zum Nachweis von H2O2 eingesetzt
werden kˆnnen.[12] Hierbei wird im Idealfall die langsam
abklingende Fluoreszenz von Europiumkomplexen gemes-
sen.[13] Diese Methode erfordert jedoch den Zusatz mehrerer
Reagentien: einer fluorogenen Reagensvorstufe, einer Per-
oxidase, eines Lanthanoidions, z.B. Eu3þ, und in manchen
F‰llen eines Fluoreszenzverst‰rkers.

Wir stellen hier einen neuartigen Molek¸lsensor f¸r die
einfache, aber empfindliche Bestimmung von H2O2 vor. Er
beruht auf dem ¸berraschenden Befund, dass Eu3þ-Tetracyc-
lin-Komplexe[14] (hier als [Eu(tc)] bezeichnet) in der w‰ssri-
gen Lˆsung eines 4-Morpholinpropansulfons‰ure(MOPS)-
Puffers[15] mit H2O2 intensiv fluoreszierende Komplexe bilden
(hier als [Eu(hp)(tc)] bezeichnet), die im Bereich von 390 bis
405 nm beispielsweise mit einem 405 nm-Diodenlaser ange-
regt werden kˆnnen. Nach der Zugabe von H2O2 zu einer
Lˆsung von [Eu(tc)] steigt die Fluoreszenzintensit‰t bei
616 nm um das F¸nfzehnfache an (Abbildung 1). Zugleich
treten starke ænderungen in der Fluoreszenzabklingzeit des

[Eu(tc)] auf, die zwischen 10 und 20 ms betr‰gt und stark pH-
abh‰ngig ist.[14, 16] Die Effekte sind zeitlich konstant. Somit
kann es sich nicht um Chemilumineszenz handeln, und weder
das Reagens noch die mit H2O2 gebildeten Komplexe zer-
setzen sich merklich unter Lichteinfluss.

Eu3þ-Ligandkomplexe vom Typ des [Eu(tc)] haben Koor-
dinationszahlen von acht oder neun.[17,18] Auch [Eu(tc)] und
[Eu(hp)(tc)] zeigen die f¸r Europiumkomplexe typischen
Absorptions- und Emissionsspektren. Die Absorptionsbande
mit Maxima bei 398 und 405 nm ist auf die Anwesenheit des
Tetracyclinliganden zur¸ckzuf¸hren, der in unkomplexierter
Form ein sehr ‰hnliches Absorptionsspektrum aufweist. Wie
bei anderen Komplexen dieser Art wird die vom Ligand
absorbierte Energie aus dem Triplettzustand des Liganden
auf das Eu3þ-Zentralion ¸bertragen. Dieses zeigt die typi-
schen (beinahe linienfˆrmigen) Emissionsbanden[18] mit ei-
nem starken ‹bergang bei 616 nm (5D0!7F2) und mit Seiten-
banden bei 579, 597, 654 und 688 nm (Abbildung 1). Die
st‰rkste Emissionsbande ist beim [Eu(hp)(tc)]-Komplex in
ein Dublett aufgespaltet, wenn die [Eu(tc)]-Konzentration
1 mmolL�1 ¸bersteigt und ein Spektrometer mit einer Auf-
lˆsung von < 1 nm verwendet wird.

Die Sonde [Eu(tc)] ist praktisch spezifisch f¸r Wasser-
stoffperoxid. Ihre Lumineszenz wird durch Alkali- und
Ammoniumionen sowie Chlorid-, Sulfat- und Nitrationen in
Konzentrationen bis zu 100 mmolL�1 nicht beeinflusst. Citrat-
und Phosphationen stˆren jedoch, indem sie die Fluoreszenz
des [Eu(tc)] verst‰rken. Die hˆchste Emissionsintensit‰t wird
bei pH 6.6 bis 7.2 erreicht. Au˚erhalb dieses Bereichs f‰llt die
Intensit‰t stark ab: auf 15% der maximalen Intensit‰t bei
pH 8 und auf 8% bei pH 6. Die Quantenausbeute von
[Eu(tc)] in MOPS-Puffer bei pH 6.9 und 22 8C ist 0.003�
0.002 und steigt bei Zugabe eines ‹berschusses von H2O2

auf 0.040� 0.001 an.
Anders als Hirschy et al.[14] bestimmten wir f¸r [Eu(tc)] ein

ziemlich komplexes Fluorezenzabklingverhalten. Die Ab-
klingkurve in Puffer bei pH 6.9 setzt sich aus zwei Haupt-
komponenten zusammen, von denen die erste eine Abkling-
zeit von 8.7 ms (Gewichtungsanteil 58%), die zweite von
30.4 ms (Gewichtungsanteil 40%) hat. Zu 2% ist noch eine
dritte Komponente beteiligt, die mit 174 ms Abklingzeit einen
deutlich anderen Deaktivierungskanal zu haben scheint. Die
Abklingkurve des [Eu(hp)(tc)] besteht ebenfalls aus zwei
Hauptkomponenten, deren Abklingzeiten (Gewichtungsfak-
toren) jedoch 13.2 ms (34%) und 59.4 ms (64%) betragen. Die
dritte Komponente tritt auch hier auf (2%) und hat eine
Abklingzeit von 158 ms. Diese Ergebnisse zeigen, dass zeit-
aufgelˆsteMessungen an diesem System am besten nach einer
Verzˆgerungszeit von > 30 ms durchzuf¸hren sind, um so
ausschlie˚lich das [Eu(hp)(tc)] mit seiner signifikanten Kom-
ponente (59.4 ms Abklingzeit) zu detektieren. Vorteilhaft ist
hierbei, dass Verzˆgerungszeiten von 10±100 ms an vielen
Fluorimetern und Mikrotiterplattenger‰ten eingestellt wer-
den kˆnnen.

Komplexe von Eu3þ mit organischen Liganden kˆnnen
Wasser als Ligand enthalten, ¸blicherweise an der Koordina-
tionsstelle neun. Wir schlie˚en aus unseren Experimenten,
dass das Wasser im [Eu(tc)] nach der Zugabe von H2O2 durch
dieses ersetzt wird. Hierbei tritt jedoch keine Redoxreaktion
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Abbildung 1. Absorptions- und Emissionsspektren des Tetracyclin-Eu3þ-
Komplexes ([Eu(tc)][15]) in Puffer bei pH 6.9 in Abwesenheit und Gegen-
wart von 0.8 mmol¥L�1 Wasserstoffperoxid. Die Fluoreszenz wurde bei
lexc¼ 405 nm angeregt.



auf, da zum einen die Absorptionsspektren des [Eu(hp)(tc)]
denen des [Eu(tc)] sehr ‰hneln (Abbildung 1) und zum
anderen das H2O2 im [Eu(hp)(tc)] noch immer reduziert
werden kann (z.B. durch Thiosulfat). Wir nehmen an, dass das
Binden des H2O2-Liganden eine strukturelle ænderung des
[Eu(tc)] in Lˆsung bewirkt, indem die Tc-Liganden n‰her an
das Zentralion r¸cken. Dies f¸hrt sowohl zu einem merklich
wirksameren Energietransfer vom Ligand zum Zentralion
(und damit zu einer hˆheren Quantenausbeute und einer
geringeren Lˆschung) als auch zu l‰ngeren Lumineszenzab-
klingzeiten der beiden Hauptkomponenten. Des Weiteren
nehmen wir an, dass Wassermolek¸le als Lˆscher wirken. Es
gelang uns trotz vielf‰ltiger Versuche leider nicht, Kristalle
des offenbar nur schwach gebundenen Komplexes aus
[Eu(tc)] und H2O2 zu erhalten.

Das gro˚e Anwendungspotential der hier vorgestellten
Ergebnisse zeigt sich durch die Messung von H2O2 im
Spurenbereich, die kinetische Bestimmung einer Enzymak-
tivit‰t, die kinetische Bestimmung von Glucose und die
Verwendung des Eu-Komplexes als optischer Sensor f¸r
H2O2. Die jeweiligen Messprotokolle sind sehr einfach. Zur
Messung von H2O2 im Spurenbereich[19] gibt man das Reagens
([Eu(tc)]) zur gepufferten Probe (pH 6.9) und wartet 10 Mi-
nuten bis zum Reaktionsende. Anders als bei den bisher
¸blichen Methoden ist die Zugabe eines Enzyms oder
Pseudoenzyms nicht nˆtig. Die Auftragung der Lumineszenz-
intensit‰t in Abh‰ngigkeit von der H2O2-Konzentration in
Abbildung 2 zeigt, dass H2O2 im Bereich von 2 bis
400 mmolL�1 bestimmt werden kann. Die Nachweisgrenze
(3s/Steigung) betr‰gt 1.8 mmolL�1. Diese ist zwar hˆher als
die der empfindlicheren Chemilumineszenz-Methoden, aber
um den Faktor zehn niedriger als die Nachweisgrenze bei der
Peroxytitanylion-Methode. Letztere beruht zudem nicht auf
der Fluoreszenz-Detektion und erfordert einen pH-Wert von
< 3, sodass sie f¸r Anwendung in biologischen Systemen
nicht geeignet ist.

Zur Bestimmung der Aktivit‰t von Glucoseoxidase (GOx)
wird die Probenlˆsung lediglich mit Glucose und [Eu(tc)]-
Reagens versetzt.[20] Dieses Verfahren ist somit viel einfacher

als s‰mtliche bisher bekannten optischen Verfahren. Die
quantitative Bestimmung der Glucose, die von enormer
Bedeutung in der klinischen Analytik, der Lebensmittel-
chemie und bei der Verfolgung biotechnologischer Prozesse
ist, wird jetzt durch einfache Zugabe von GOx und [Eu(tc)]
zur Probenlˆsung ermˆglicht.[21] Abbildung 3 zeigt den typi-
schen zeitlichen Verlauf einer kinetischen Glucosebestim-
mung.

Wir haben auch einen optischen Sensor f¸r H2O2 herge-
stellt, indem wir [Eu(tc)]-Komplexe in einer optisch trans-
parenten Schicht eines Polyurethanhydrogels immobilisier-
ten. Der Sensor ermˆglicht die kontinuierliche Analyse von
H2O2-Konzentrationen in einem Bereich von 0.001 bis 0.3%.
In Anlehnung an das Detektieren von chemischen Kon-
zentrationen mithilfe langsam abklingender Rutheniumson-
den[22] werden zurzeit mit derartigen Sensorfolien auch
Experimente zur zweidimensionalen Darstellung von H2O2-
Konzentrationen durch Fluoreszenz-Detektion durchgef¸hrt.

Bei den bisher beschriebenen Experimenten wurde die
Lumineszenzintensit‰t als analytische Information genutzt;
das [Eu(tc)] kann aber auch f¸r zeitaufgelˆste Messungen
eingesetzt werden. In einem typischen Experiment wurde
eine Verzˆgerungszeit von 30 ms und eine Integrationszeit von
100 ms eingestellt.[23] Dies f¸hrte zu einer acht- bis zehnfachen
Verringerung der Untergrundlumineszenz (die von der Probe
und der Mikrotiterplatte herr¸hrt). Es muss aber angemerkt
werden, dass eine vollst‰ndige Unterdr¸ckung der Unter-
grundlumineszenz, wie es in einigen bioanalytischen Verfah-
ren unter Verwendung von Europium-Markern der Fall ist,
mit diesem Reagens nicht erreicht werden kann, da die
Untergrundlumineszenz immer vom verbleibenden Anteil an
freiem [Eu(tc)] bestimmt wird. Diese ist zwar um den Faktor
15 schw‰cher als die Lumineszenz des [Eu(hp)(tc)]-Komple-
xes, hat aber praktisch gleiche spektrale Eigenschaften.
Erfreulicherweise ist die Hauptkomponente der drei Ab-
klingzeiten des [Eu(hp)(tc)]-Komplexes mit 59.4 ms gut von
der 30.4 ms-Komponente des [Eu(tc)]-Komplexes zu unter-
scheiden, sodass Letztere durch verzˆgerte Messung (πgated
measurement™) weitgehend eliminiert werden kann.
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Abbildung 2. F�F0 in Abh‰ngigkeit von der H2O2-Konzentration ein-
schlie˚lich der Fehlerbalken (n¼ 6) bei pH 6.9 zeigt das dynamische
Verhalten des Systems. F0 ist die anf‰ngliche Fluoreszenz von [Eu(tc)], die
bei der Zugabe von H2O2 durch die Bildung des stark fluoreszierenden
[Eu(hp)(tc)]-Komplexes steigt (Fluoreszenz dann als F bezeichnet). Der
lineare Bereich liegt zwischen 0 und 200 mmol¥L�1.

Abbildung 3. Zeitabh‰ngige Oxidation der Glucose (2.5 bis 7.5 mmol¥L�1)
durch Glucoseoxidase (15 Einheiten in 3 mL) in MOPS-Puffer bei pH 7.0,
die aus der Bildung des [Eu(hp)(tc)]-Komplexes bestimmt wurde. Die
Lumineszenz wurde bei 405 nm angeregt und bei 616 nm gemessen.



Die hier vorgestellte neuartige Sonde f¸r H2O2 hat einzig-
artige Eigenschaften.[24] Sie kann bei neutralen pH-Werten
eingesetzt werden, sie ermˆglicht die Fluoreszenz-Detektion
(mit all ihren Vorteilen, vor allem bez¸glich der Empfind-
lichkeit), sie weist eine sehr gro˚e Stokes-Verschiebung auf
(210 nm) und gestattet mit ihrer Abklingzeit im ms-Bereich
zeitaufgelˆste Messungen. Die Abklingzeit ermˆglicht die
Durchf¸hrung von zeitverzˆgerten Bestimmungsverfahren
und von (hier nicht beschriebenen) Messungen der Ab-
klingzeiten. Zudem kann dieses Reagens direkt mit dem
violetten 405 nm-Diodenlaser angeregt werden und erfordert
somit keine Zweiphotonenanregung oder eine Anregung mit
frequenzverdoppelten NIR-Diodenlasern. Dar¸ber hinaus ist
[Eu(tc)] das erste Reagens zur Bestimmung von H2O2, das
kein Enzym oder Pseudoenzym zur Bildung eines fluoreszie-
renden Reaktionsprodukts erfordert.

Die Ergebnisse kˆnnen a) zur Bestimmung von H2O2 in der
Umwelt- und Prozessanalytik, b) zur Bestimmung der Ak-
tivit‰t von Oxidasen (entweder direkt, wie in unserem
Beispiel gezeigt, oder in ELISAs oder Gen-Assays), c) zur
Bestimmung von Enzyminhibitoren (insbesondere von
Schwermetallionen) und d) zur quantitativen Bestimmung
von Substraten einer Oxidase eingesetzt werden. Kovalent
gebundene Europiumreagentien wurden in gro˚em Umfang
f¸r Bindungsassays verwendet, beispielsweise f¸r DELFIA-
oder FIAGEN-Immunoassays und Gen-Assays.[25] Einige
davon beruhen auf der Verwendung von Nanopartikeln und
Lanthanoidenphosphoren, die idealerweise auch in Mikro-
arrays eingesetzt werden kˆnnen.[26] Das neuartige Reagens
[Eu(tc)] ist eine attraktive Alternative, da es nicht kovalent
an einen Rezeptor gebunden werden muss und keine
Detergens-Lˆsung zur Verst‰rkung der Lumineszenzintensi-
t‰t erfordert.
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