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Abstract

Luminescent ruthenium(II) complexes are described for application as markers in multicomponent analysis in immunodiagnostics. The
ruthenium compounds have very similar absorption and emission spectra, but can be distinguished by their luminescence lifetimes.
Antibodies were labelled with the ruthenium compounds and the luminescence properties were measured. © 1997 Published by Elsevier
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1. Einleitung

Die spektroskopischen Eigenschaften der lumi-
neszierenden Verbindung Ruthenium(ID-Tris(2,2’-bi-
pyridyl) und &hnlicher metallorganischer Komplexe bie-
ten eine Reihe interessanter Anwendungen, wie z.B. der
Einsatz als Sensibilisatoren bei der photolytischen Spal-
tung von Wasser [1], als Solarkollektoren in photo-
voltaischen Zellen [2] und als Lumineszenzsonden zur
Messung von pH, Temperatur und Sauerstoffkonzentra-
tion in optischen Sensoren [3,4]. Aufgrund ihrer hohen
Lumineszenzlebensdauern verglichen mit organischen
Fluoreszenzfarbstoffen wie Fluorescein und Rhodami-
nen aber auch mit natiirlichen Fluorophoren in Blut und
Gewebe wurden sie als Marker in der Biodiagnostik
vorgeschlagen [5-7]. Durch eine zum Anregungslicht
zeitlich verschobene Detektion des Lumineszenzsignals
konnen storende Untergrundfluoreszenz und Streulicht
stark reduziert werden [8).

Der Einsatz von lumineszierenden Verbindungen in
der Bioanalytik und medizinischen Diagnostik hat in
den letzten Jahren aufgrund der einfachen Handhabung
und der hohen Nachweisempfindlichkeiten bis hin zur
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Einzelmolekiildetektion [9,10] betréchtlich zugenommen
[11]. Die Verwendung verschiedener Lumineszenz-
marker bietet prinzipiell die Mdglichkeit, mehrere Sub-
stanzen simultan in einem Gemisch nachzuweisen. Es
ist jedoch schwierig, mehr als drei oder vier Farbstoffe
anhand ihrer Emissionsspektren zuzuordnen, da die
Banden zunehmend iiberlappen. Eine Alternative stellt
die Identifizierung iiber die Lumineszenzlebensdauern
dar [12-15].

Die Empfindlichkeit dieser Methode und die Anzahl
der unterscheidbaren Marker in einem Mehrkomponen-
tensystem héngen stark vom Unterschied zwischen den
Lebensdauern der einzelnen Farbstoffe ab [16). Typi-
sche Fluoreszenzlebensdauern organischer Farbstoffe
wie Cumarine, Fluorescein und Rhodamine liegen zwis-
chen einer und fiinf Nanosekunden. Nur wenige organ-
ische Verbindungen, z.B. Naphthalin, Acridin und An-
thracen zeigen lingere Abklingkurven. Pyrenderivate
mit Lebensdauern von etwa hundert Nanosekunden in
Wasser scheinen die obere Grenze zu bilden [17].

Lingere Abklingzeiten findet man meist fir Emis-
sionsprozesse, die einen deutlichen Phosphoreszenz-
charakter aufweisen. Wihrend Phosphoreszenz in luft-
gesittigter wibriger LOsung normalerweise nicht
beobachtet werden kann, da strahlungslose Uberginge
verursacht durch Wechselwirkungen mit der Umgebung
schneller ablaufen als der formal verbotene emittierende
Ubergang, zeigen Ubergangsmetallkomplexe mit stark
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Abb. 1. Liganden.

koordinierenden Liganden Lumineszenzlebensdauern bis
in den Mikrosekundenbereich [3,18]. Das schwere Zen-
tralatom begiinstigt Singulett—Triplett-Ubergénge. Fiir
einige Lanthanoidkomplexe, in denen durch einen Ener-
gietransfer von Liganden zum Zentralatom auf direktem
Wege nicht erreichbare Zustinde besetzt werden, findet
man sogar Lebensdauern bis zu mehreren Millisekunden
[12,17,19].

Hier sollen Rutheniumkomplexe als Marker
vorgestellt werden, die aufgrund ihrer charakteristischen
Lumineszenzlebensdauern identifiziert werden konnen.
Verschiedene Rutheniumkomplexe mit drei 2,2-Bi-
pyridyl- oder 1,10-Phenanthrolinliganden (Abb. 1), die
unterschiedliche Lumineszenzlebensdauern in wilriger
Losung zeigen, wurden an Antikdrper gekoppelt und die
photophysikalischen Eigenschaften untersucht. In Im-
munoassays werden markierte AntikOrper eingesetzt,
die ein nachzuweisendes Antigen spezifisch erkennen
und dieses durch Bildung eines Antigen—Antikérper-
Komplexes sichtbar machen. Fiir den Nachweis in einem
Mehrkomponentensystem ist es wichtig, daf} die Lumi-
neszenzabklingkurven der Konjugate unterscheidbar
sind, so daB eine Identifizierung durch zeitaufgeloste
Lumineszenzspektroskopie moglich ist.

2. Experimenteller Teil
2.1. Chemikalien

RuCl, - xH,0, Ru(bpy);Cl,, 2,2"-Bipyridin (bpy),
2,2'-Bipyridin-4,4'-dicarbonsiure (dcbpy), 1,10-
Phenanthrolin (phen) und 4,7-Diphenyl-1,10-
phenanthrolin (dphphen), N-Hydroxysuccinimid, 6-
Aminohexansiure, die Aktivierungsreagenzien N-Ethyl-
N’-(3-Dimethylaminopropyl)-carbodiimid (EDC),
N,N,N’,N'-Tetramethyl-(succinimido)-uronium-tetraflu-
oroborat (TSTU), O-(5-Norbornen-2,3-dicarboxyimido)-
N,N,N’,N'-tetramethyluronium-tetrafluoroborat (TNTU)
und Benzotriazol-1-yl-oxy-tris(dimethyl-
amino)phosphoniumhexafluorophosphat (BOP) sowie
der polyklonale Antikorper Kaninchen Immunoglobulin
G waren kommerziell erhéltlich und wurden ohne wei-
tere Reinigung eingesetzt.

2.2. Synthesen

2,2'-Bipyridin-4,4'-dicarbonsiure wurde nach [20] mit
einem 1,1-fachen UberschuB EDC und N-Hydroxysuc-
cinimid in den Bis(N-hydroxysuccinimidylester)
iiberfithrt. Der Ester wurde nach sidulenchroma-
tographischer Reinigung an Kieselgel (Laufmittel
Dichlormethan mit steigendem Methanolgehalt) und an-
schlieBend mit zwei Aquivalenten 6-Aminohexansiure
in Dimethylformamid zum Bis(6-carboxyhexylamid)
umgesetzt.

Als Ausgangsverbindung fiir die Synthese der Ruthe-
nium(II)-Komplexe diente RuCl, - xH,O. Die Synthe-
sen erfolgten nach Literaturvorschriften fiir dhnliche
Verbindungen [1,21,22]. Die Reinheit wurde durch Re-
versed-Phase HPLC kontrolliert. Die Verbindungen
wurden durch 'H NMR-Spektren und UV / Vis-Ab-
sorptionsspektren charakterisiert.

2.2.1. 2,2'-Bipyridin-4,4'-dicarbonsiure-bis(N-hydroxy-
succinimidyl)diester

'H NMR (200 MHz, DMSO-d,): & =2.58 ppm (s, 8
H, 4-CH,), 8.12ppm (dd, J=5.0Hz, 1.6Hz, 2 H,
5,5-H), 8.93ppm (s(br), 2 H, 3,3-H), 9.09ppm (d,
J=5.0Hz, 2 H, 6,6'-H).

2.2.2. [Rulbpy),(dcbpy}]

UV /Vis (PBS pH 7.4): 458nm (br), 342nm (br),
302 nm (sh), 287 nm, 244 nm.

"H NMR (300 MHz, DMSO-d,): &= 7.49, 7.54 ppm
(2dd,aa2t, J=6.5Hz, 7.3Hz,2 -2 H, 2-5,5-H bpy),
7.71,7.73ppm (2 d, J=6.5Hz, 2- 2 H, 2 - 6,6'-H bpy),
7.83, 7.86ppm (2 d, aa m, J=5.8Hz, 5.8Hz, 2-2 H,
5,5.,6,6'-H dcbpy), 8.16, 8.18ppm (2 dd, aa 2 t, J=
7.7Hz, 7.3Hz, 2 -2 H, 2 - 44-H bpy), 8.84 ppm (dd,
J=7.7Hz, 1.0Hz, 4 H, 2 - 3,3-H bpy), 9.25 ppm (s, 2
H, 3,3-H dcbpy).

2.2.3. [Ru(bpy),(dchabpy)]

UV /Vis (PBS pH 7.4): 474nm (br), 455nm (br),
356 nm, 304 nm (sh), 286 nm, 246 nm.

"H NMR (300 MHz, DMSO-d,): 8= 1.29-1.40 ppm
(m, 4 H, 2 - y-CH,), 1.49~1.69 ppm (m, 8 H, 2 - B-CH,,
2-8-CH,), 2.19ppm (t, J=7.1Hz, 4 H, 2-a-CH,),
3.34ppm(t, J=6.1Hz,4H,2 - e-CH,), 7.50, 7.55 ppm
(2dd, aa2t, J=65Hz, 68Hz, 2-2 H, 2-5,5-H
bpy), 7.71, 7.78 ppm (2 d, J=5.5Hz, 5.3Hz, 2 - 2 H,
6,6'-H bpy), 7.87-7.92ppm (2 d, aa m, 2-2 H,
5,5',6,6'-H dchabpy), 8.12-8.23 ppm (2 dd, aa m, J =
7.9Hz, 79Hz, 4 H, 2 - 4,4-H bpy), 8.87ppm (d, J=
79Hz, 4 H, 2-3,3-H bpy), 9.57ppm (s, 2 H, 3,3-H
dchabpy), 9.88 ppm (s, 2 H, NH, D,0-austauschbar).

2.2.4. [Ru(phen),(dchabpy)]
UV /Vis (PBS pH 7.4): 470nm (br), 441 nm (br),
384 nm, 306 nm (sh), 291 nm, 262 nm.
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'H NMR (300MHz, DMSO-d,, D,O-Austausch):
&=1.18-1.39 ppm (m, 4 H, 2 - y-CH,), 1.40-1.63 ppm
(m, 8 H,2-B-CH,,2-8-CH,), 1.96 ppm (t, J = 6.1 Hz,
4 H, 2 a-CH,), 330ppm (t, J=68Hz, 4 H, 2" e-
CH,, nach D,O-Austausch sichtbar), 7.71 ppm (dd, J
—55Hz, 8.1Hz, 2 H, 2-3-H phen), 7.75ppm (d,
J=62Hz, 2 H, 2-5,5-H dchabpy), 7.83 ppm (d, J =
5.9Hz, 2 H, 6,6'-H dchabpy), 7.87-7.98 ppm (dd, d, aa
m, 4 H, 2-8-H phen, 2-2-H phen), 8.28ppm (d,
J=5.0Hz, 2 H, 2-9-H phen), 8.36, 8.40ppm (2 dd, aa
m, J=90Hz, 90Hz, 4 H, 2-56-H phen), 875,
8.84ppm (2 d, J=8.1Hz, 8.1 Hz, 4 H, 2 - 4.7-H phen),
9.76 ppm (s, 2 H, 3,3’-H dchabpy, nach D,0O-Austausch),
10.13 ppm (s, 2 H, 3,3-H dchabpy), 10.42 ppm (s, 2 H,
NH, D,O-austauschbar).

2.2.5. [Ruldcbpy),(dchabpy)]

UV /Vis (PBS pH 7.4): 466nm (br), 343nm (br),
302 nm, 246 nm.

'"H NMR (200 MHz, CE,COOD): § = 2.27-2.48 ppm
(m, 4 H,2-y-CH,), 2.49-2.78 ppm (m, 8 H, 2 - B-CH,,
2-8-CH,), 3.36ppm (t, J=7.2Hz, 4 H, 2-a-CH,),
4.46ppm (t, J=69Hz, 4 H, 2 eCH,), 8.80ppm (d,
J=6.1Hz, 2 H, 55-H dchabpy), 8.87ppm (d, J=
6.1Hz, 2 H, 6,6'-H dchabpy), 8.91-9.05ppm (m, 8 H,
2-5,5,6,6-H dcbpy), 10.13ppm (s, 2 H, 3,3-H dch-
abpy), 10.18 ppm (s, 4 H, 2 - 3,3'-H dcbpy).

2.2.6. [Ru(dphphen),(dchabpy)]

UV /Vis (PBS pH 7.4): 466nm (br), 400nm (br),
299 nm (sh), 279 nm.

'"H NMR (300 MHz, DMSO-d,): 6= 1.27-1.44 ppm
(m,4H,2:vy-CH,), 1.46-1.70ppm (m, 8 H, 2 - B-CH,,
2-8-CH,), 2.17ppm (t, J=6.1Hz, 4 H, 2-«-CH,),
3.34ppm (1, 4 H, 2 - e-CH,, von H,0-Signal verdeck),
7.52-7.92ppm (m, 32 H, 20 Phenyl-H dphphen, 2 -
2,3,8,9-H dphphen, 5,5',6,6'-dcbpy), 8.26 ppm (s,4 H,
2 - 5,6-H phen), 10.03 ppm (s, 2 H, 3,3-H dchabpy),
10.06 ppm (s, 2 H, NH).

2.3. Markierung von Antikorpern mit Rutheniumkom-
plexen

Die Aktivierung der Carboxylfunktionen der Ruthe-
niumkomplexe erfolgte nach der Methode von Bann-
warth [5]. Ca. 1pmol des entsprechenden Rutheni-
umkomplexes wurde in 20wl wasserfreiem N,N-Di-
methylformamid gelost und mit je 2.1 umol des Ak-
tivierungsreagenzes TSTU und Diisopropylethylamin ca.
2 Stunden bei Raumtemperatur stehengelassen. Die Ak-
tivierung zum Succinimidylester konnte durch Re-
versed-Phase HPLC kontrolliert werden.

80 nmol des aktivierten Farbstoffs in N,N-Dimethyl-
formamid wurden mit einem Boratpuffer pH 8.2 auf
50 w1 aufgefiillt und in kleinen Portionen zu einer
Losung von 4nmol Antikorper in 200 pl Boratpuffer

pH 82 gegeben. Nach 1.5 Stunden wurde das
Reaktionsgemisch durch Gelfiltration an Sephadex G25
aufgetrennt. Zur Elution wurde eine 0.1 M Phosphat
gepufferte Salzlgsung (PBS) pH 7.4 verwendet.

Die photophysikalischen Eigenschaften wurden in
PBS pH 7.4 bei 21 °C untersucht. Die Konzentration der
Rutheniumverbindung lag bei 107° M. Die in reinem
Wasser kaum 16sliche Verbindung [Ru{dphphen),-
(dchabpy)] wurde in einer ein Prozent ethanolhaltigen
walrigen Losung untersucht. Die Lumineszenzlebens-
dauern wurden mit einem Spektrometer .S 100 der
Firma Photon Technology International (PTI) nach der
Methode des zeitkorrelierten Einzelphotonenzihlens
gemessen. Die Proben wurden mit einer mit Wasserstoff
gefiillten Blitzlampe mit einem Puls von 2.0 ns FWMH
bei 460 nm angeregt. Die Emission wurde im Maximum
detektiert. Die Auswertung erfolgte mit der zum
MeBsystem gehdrigen Software. Die Abklingkurven
lieBen sich an mono- oder biexponentielle Zerfallsfunk-
tionen anpassen, wobei die Abweichung von den
MeBpunkten ausgedriickt durch y? in allen Fillen unter
1.2 lag. Die Aufnahme der Emissionsspektren erfolgte
mit dem gleichen Geriit, jedoch diente eine Xenonlampe
zur Anregung. Die relativen Lumineszenzintensititen
wurden auf Ruthenium(ID-Tris(bipyridyl)dichlorid be-
zogen, dessen Quantenausbeute in der Literatur in luft-
gesittigter wilriger Losung mit 2.8% angegeben wird.
Als Ma8 fur die Intensitit diente das Integral tiber die
Emissionsbande normiert auf die optische Dichte der
Proben bei der Anregungswellenlinge.

Zur Untersuchung des FEinflusses des anionischen
Detergenzes Natriumdodekylsulfat wurde so viel einer
finfprozentigen Losung zur Farbstofflosung in PBS
gegeben, daB die kritische Micellenkonzentration von
8.1 mM [23] erreicht war.

3. Ergebnisse und Diskussion

Rutheniumkomplexe mit verschiedenen Lumines-
zenzlebensdauern sollten iiber die Carboxylgruppen des
Liganden 4,4’-Dicarboxy-2,2"-bipyridyl an Antikorper
gekoppelt werden. Hierzu wurde die Dicarbonsédure vor
der Komplexsynthese mit einem Carbodiimid und N-
Hydroxysuccinimid in den Bis(N-hydroxysuccinimi-
dyDdiester iiberfithrt und anschlieBend mit 6-Aminohe-
xansdure zum Siureamid umgesetzt. Die Rutheni-
umkomplexe wurden nach der Methode von Bannwarth
[5] in Dimethylformamid unter Zusatz von Diisopropyl-
ethylamin mit TSTU zum Succinimidylester aktiviert
und zu einer Losung des Antikorpers in einem Borat-
puffer pH 8.2 gegeben. Die direkte Kopplung des An-
tikorpers an den Rutheniumkomplexe [Ru(bpy),-
(dcbpy)] iiber die aromatischen Carboxylfunktionen mit
Hilfe verschiedener aus der Peptidsynthese bekannter
Aktivierungsmittel (BOP, TNTU, TSTU, EDC) gelang
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[Ru{bpy),{dchabpy)}-Antikerper-Konjugat

------ [Ru(bpy),{dchabpy)]

relative Absorptionsintensitét
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Abb. 2. Vergleichende Darstellung der Absorptionsspektren des
[Ru(bpy),(dcbpy(AHS),)]-Antikorper-Konjugats und des freien
Rutheniumkomplexes.

nicht. Wihrend sich die Aktivierung von [Ru(bpy),-
(dchabpy)] mit Reversed-Phase HPLC verfolgen lief3,
war bei [Ru(bpy),(dcbpy)] keine Aktivierung feststell-
bar.

Nicht umgesetzte Mengen der Rutheniumverbindung
wurden durch Gelfitration von dem AntikGrperkonjugat
getrennt. Antikorper besitzen in der Regel mehrere reak-
tionsfahige Aminogruppen. Die Antikorperfraktion kann
daher sowohl einfach als auch mehrfach markierte neben
unmarkierten Molekiilen enthalten. Im UV /Vis-
Spektrum des Konjugats ist eine im Vergleich zum
freien Komplex erhohte Absorption im UV-Bereich
feststellbar, die auf den AntikOrper zuriickzufiihren ist
(Abb. 2). Die Absorption im sichtbaren Bereich, die
Metal-to-Ligand-Charge-Transfer-Ubergangen (MLCT)
der Rutheniumkomplexe zugeordnet werden [3,24], zeigt
keine Verdnderungen. Die Emissionsdaten der freien
Rutheniumverbindungen sind in Tabelle 1, die der Kon-

Tabelle 1

jugate in Tabelle 2 aufgefiihrt. Ein 1:1 Rutheniumkom-
plex—Antikodrper-Gemisch zeigte das gleiche Emissions-
maximum und die gleiche Lumineszenzlebensdauer wie
der freie Farbstoff, so da davon ausgegangen werden
kann, daBl keine adsorptive sondern tatsichlich eine
kovalente Bindung vorliegt.

Die Lumineszenzabklingkurven der Konjugate sind
deutlich linger als die der freien Rutheniumkomplexe
und kdnnen bis auf einen Fall nicht mehr mit monoex-
ponentiellen Zerfallsfunktionen beschrieben werden.
Dieser Effekt wurde von Vos et al. bei der Kopplung
von Ruthenium(Il)-Komplexen an Poly-L-Lysin und
Rinderserumalbumin ebenfalls beobachtet [6]. Er wird
darauf zuriickgefiihrt, daB sich die Molekiile in einer
mehr hydrophoben Umgebung befinden und daher
Wechselwirkungen mit Wasser, die eine verstirkte
strahlungslose Desaktivierung verursachen, eine gerin-
gere Rolle spielen. Auch bei Konjugaten von organi-
schen Fluoreszenzfarbstoffen mit Antikbrpern wird vom
Auftauchen einer ‘zweiten Komponente® berichtet [15].
Die biexponentiellen Zerfallsfunktionen liefern zwar
eine gute Anpassung und lassen sich damit veran-
schaulichen, dal} der Farbstoff sowohl in polaren als
auch in unpolaren Bereichen des Antikrpers gebunden
sein und ein unterschiedliches Abklingverhalten zeigen
kann, es ist jedoch anzunehmen, daB es sich dabei um
eine Mittelung aus vielen Komponenten handelt. Der
mit seinen sechs Carboxylgruppen recht polare Kom-
plex [Ru(dcbpy),(dchabpy)] zeigt auch nach der Kopp-
lung noch ein monoexponentielles Abklingen der Lumi-
neszenz. Moglicherweise werden die hydrophoben
Bipyridingeriiste dieses Komplexes durch die Carboxyl-
funktionen weitgehend nach auBen abgeschirmt und

Lumineszenzeigenschaften der mit Aminohexansiure modifizierten Komplexe in 0.1 M wiBriger Salzlosung pH 7.4 bei Raumtemperatur (21°C)

Komplex Emissionsmaximum (nm) Lebensdauer (ns) 1/ Rucopy )y cia
[Ru(bpy),(dchabpy)] 667 280 0.48
[Ru(dcbpy),(dchabpy)] 652 385 0.87
[Ru(phen),(dchabpy)] 661 362 0.69
[Ru(dphphen),(dchabpy)] 670 312 0.67

Tabelle 2

Lumineszenzeigenschaften der Rutheniumkomplex—Antikorper-Konjugate in 0.1 M wiiBriger Salzlgsung pH 7.4 bei Raumtemperatur (21°C), /;:

Lumineszenzintensitit des freien Komplexes, 7, : mittlere Lebensdauer

Antikorper-Konjugat Emissionsmaximum (nm) Lebensdauer 1/1
[Ru(bpy),(dchabpy)] 672 A, =0.743, 7, = 302ns 1.39
A, =0.257, 7,=1578ns
Tay = 41218
[Ru(dcbpy),(dchabpy)] 650 7=460ns 1.26
[Ru(phen),(dchabpy)] 663 A, =0.203, 7, =192ns 1.05
A, =0.797, 7, = 509 ns
Tay = 481 ns
[Ru(dphphen),(dchabpy)] 659 A, =0593, 7, =544 ns 6.08

A,=0.407, 7, =1098ns
Tyy = 866ns
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Tabelle 3

EinfluB von Natriumdodekylsulfat (SDS) auf die Lumineszenzeigen-
schaften, A, : Emissionsmaximum, 7,: Lebensdauer in SDS-freier
Losung, I,: Intensitdt in SDS-freier Losung

Komplex Amsps  Tsps T/To 1/1
(nm) (ns)
[Ru(bpy),{dcbpy(AHS),)] 660 463 1.65  2.33
[Ru(dcbpy),(dcbpy(AHS), )] 654 387 101 1.04
[Ru(phen),(dcbpy(AHS),)] 653 645 178 2.66
[Ru(dphphen),(dcbpy(AHS),)] 646 743 238 425

tragen nicht mehr zu den Wechselwirkungen mit der
Umgebung bei. Die relativen Lumineszenzintensititen
nehmen in allen Fillen zu, die des sehr hydrophoben, in
Wasser unldslichen [Ru(dphphen),(dchabpy)] sogar um
das Sechsfache. Es ist bekannt, da die strahlungslose
Desaktivierung durch hydroxylische Losungsmittel
begiinstigt wird [21,24]. Die Einlagerung der Komplexe
in unpolare Regionen des Antikorpers konnte daher
erhhte Quantenausbeuten zur Folge haben.

Die hydrophoben Eigenschaften der Rutheniumkom-
plexe zeigen sich auch in Experimenten, bei denen das
Micellen bildende Detergenz Natriumdodekylsulfat
zugegeben wurde (Tabelle 3). Die relative Lumines-
zenzintensitit und die -lebensdauer bleiben nur im Falle
des [Ru(dcbpy),(dchabpy)] unverindert, und liegen sonst
deutlich iiber den in reinem PBS gemessenen Werten.
Auch das Emissionsmaximum der Verbindung bleibt
nahezu unverandert, wihrend fiir die tibrigen Komplexe
eine deutliche hypsochrome Verschiebung zu
beobachten ist. [Ru(dphphen),(dchabpy)] zeigt im An-
tikorperkonjugat ebenfalls eine ausgeprigte hyp-
sochrome Verschiebung.

Fiir den Einsatz als Lumineszenzmarker zum Nach-
weis verschiedener Analyte ist es wichtig, daf} sich die
Komplexe auch nach der Konjugation noch anhand
ihrer Lumineszenzabklingkurven zuordnen lassen. Die
Unterschiede zwischen den Lumineszenzabklingkurven
sind aus Abb. 3 ersichtlich. Die MeBpunkte von
[Ru(phen),(dchabpy)] und [Ru(dcbpy),(dchabpy)]

T T T

1000

100 5

Signal/Counts

10 T T T

0 500 1000 1600 2000
Zeit [ns]

Abb. 3. Vergleichende Darstellung der Lumineszenzabklingkurven

verschiedener Rutheniumkomplex—Antikorper-Konjugate.

iiberlagern sich stark, so daB der besseren Ubersicht
wegen nur eine der beiden Verbindungen beriicksichtigt
wurde.

Durch Austausch oder Modifizierung der Liganden
sollten sich weitere unterscheidbare Rutheniumkom-
plexe herstellen lassen. Uber den Einflufl verschiedener
Substituenten am Bipyridin- bzw. Phenanthrolingeriist
auf die Lumineszenzeigenschaften wird von verschiede-
nen Autoren berichtet [21,22,25], allerdings gibt es kaum
systematische Untersuchungen in luftgesittigten,
wiflrigen Systemen, die Riickschliisse auf den Einflul
bestimmter Liganden auf die Lumineszenzeigenschaften
erlauben. Nach den bisherigen Erkenntnissen 148t sich
mit Ruthenium-Tris(polypyridin)-Komplexe ¢in Lebens-
dauerbereich von etwa zweihundert Nanosekunden bis
zu einigen Mikrosekunden abdecken. Durch den Aus-
tausch eines aromatischen a-Diiminliganden gegen
schwicher koordinierende Liganden 148t sich die
Energie des MLCT-Ubergangs absenken und die Lumi-
neszenzlebensdauer auf wenige Nanosekunden re-
duzieren [22]. Damit geht jedoch eine Verringerung der
ohnehin schon relativ niedrigen Lumineszenzquante-
nausbeute einher, die fiir Rutheniumkomplexe mit
Abklingzeiten unter hundert Nanosckunden im
Promillebereich liegt [22]. Durch Kombination mit
geeigneten organischen Fluoreszenzfarbstoffen mit
Lebensdauern zwischen einer und hundert Nanosekun-
den l4Bt sich jedoch ein Sortiment von Lumineszenz-
markern zusammenstellen, die iber einen breiten
Lebensdauerbereich verteilt liegen, leicht unterscheidbar
und somit fiir eine simultanen Nachweis mehrerer Sub-
stanzen gut geeignet sein sollten [26].
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