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4  Synthese und Syntheseversuche zur Darstellung neuer o-Chinodimethansysteme

Zur Synthese neuer o-Chinodimethane sind prinzipiell zwei Wege denkbar. Einerseits könnte ein anderes Fluorophor als Phenanthren in das bestehende Molekül eingebracht werden. Andererseits besteht die Möglichkeit, das existierende Fluorophor hinsichtlich seiner Substituenten oder deren Position im Molekül zu verändern. Ziel dieser Manipulationen sollte eine bathochrome Verschiebung der Anregungswellenlänge sein. Dies ist für Zellversuche wünschenswert, da Zellen bei längerer Bestrahlung mit Licht geringer Wellenlänge schnell sterben und so nicht die Möglichkeit besteht, Langzeitversuche an ihnen durchzuführen. 

Andere Fluorophore als Phenanthren[69] ((exc = 253 nm, (em = 367nm) können z.B. Triphenylen[67] ((exc = 265nm, (em = 368 nm) oder Pyren[70] ((exc = 313 nm, (em = 397 nm) sein. Dies könnte dann zu den in Abbildung. 4.1 dargestellten Molekülen führen.
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Abb. 4.1: Denkbare „o-Chinodimethane“ mit Triphenylen 8 bzw. Pyren 9 als Fluoro-phor.

Beide Moleküle sind auf Grund ihrer großen hydrophoben Gruppen wahrscheinlich noch schwerer in Wasser löslich als es bei dem o-Chinodimethan mit Phen-anthrengerüst der Fall ist. Dies würde eine Anwendung im zelluären System erschweren. Gegebenenfalls wäre eine Modifizierung zur Löslichkeitsverbesserung (Einführung hydrophiler Substituenten in das Molekül) erforderlich. Bei Pyren kommt hinzu, dass es in höheren Konzentrationen (z.B. 1.00 g/L) zur Excimer-Bildung[70] neigt. Dadurch verändern sich die Fluoreszenzeigenschaften. Das Molekül zeigt dann bei gleicher Anregungswellenlänge ((exc = 313 nm) eine sich mit steigender Konzentration verstärkende Fluoreszenzbande bei (em = 480 nm. So wurde dem Triphenylen bei der Synthese eines neuen Fluoreszenzmarker-Systems der Vorzug gegeben. 

Eine Veränderung der Position der Substituenten im existierenden Molekül bietet sich auf Grund des bei der Nitrierung von Phenanthren entstehenden in 4-Position subst-ituierten Nitrophenanthrens an. Auch eine Nitrierung in 3-Position ist möglich, wenn auch durch elektronische Effekte erschwert. Ob diese Veränderungen zu einer batho-chromen Verschiebung der Anregungswellenlänge führen, könnte möglicherweise mittels Rechnungen vorausgesagt werden. Eine Änderung der Fluoreszenzeigen-schaften sollte aber mit der Positionsverschiebung einher gehen. Abbildung 4.2 zeigt die denkbaren Derivate des FNOCT-Moleküls.
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Abb. 4.2: Denkbare FNOCT-Derivate durch Änderung der Position des Substi-tuenten: 7 Ausgangsmolekül (2-Position), 10 3-Position, 11 4-Position.

4.1  Syntheseversuche für einen Fluoreszenzmarker mit Triphenylen als Fluorophor

Die Synthese des Triphenylen-Derivates ging vom 9,10-Phenanthrenchinon (1) aus. Dieses wurde wie bei Meineke[63] und Bätz[71] beschrieben, mit 1,3-Diphenylpropan-2-on zu Phenanthrencyclon (12) umgesetzt. Nach Jones et. al.[72] sollte daraus in einer fünfstufigen Synthese 1,4-Diphenyltriphenylen-2,3-chinon (16) synthetisiert werden. Die aus den Angaben in der Literatur errechnete Gesamtausbeute der in Abbildung 4.3 dargestellten Reaktion betrug 23 %. 
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Abb. 4.3: Synthese von 1,4-Diphenyltriphenylen-2,3-chinon 16.[72] 

Das Chinon 16 sollte wiederum mit 1,3-Diphenylpropan-2-on zu einem Cyclon 17 umgesetzt werden. Dieses sollte dann schliesslich durch eine Diels-Alder-Reaktion mit Norbornendicarbonsäure das Endprodukt 18 liefern, das in Abbildung 4.4 dargestellt ist. 
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Abb. 4.4: Syntheseweg für den neuen Fluoreszenzmarker 18.

Neben dem Phenanthrencyclon (12) musste in der Praxis zunächst das für die Diels-Alder-Reaktion zu 13 benötigte Dichlorovinylencarbonat (DCVC) (21) in einer zweistufigen Synthese nach Scharf[73] hergestellt werden. Die in Abbildung 4.5 dargestellte Chlorierung von Ethylencarbonat (19) zu Tetrachlorethylencarbonat (20) verlief nahezu quantitativ. Die anschliessende Abspaltung von Cl2 mit Zink konnte nur unter hohen Ausbeuteverlusten (20 % DCVC) durchgeführt werden, da sich bei der Entfernung des Lösungsmittels ein nicht charakterisierter polymerer Feststoff bildete. Ausserdem musste DCVC rasch verbraucht werden, da es sich zu Oxalylchlorid zersetzt. 
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Abb. 4.5: Umsetzung von Ethylencarbonat (19) zu Dichlorvinylencarbonat (21)

Bei der Reaktion wurden insgesamt maximal 10.0 g DCVC erhalten. Dadurch konnte die anschliessende Diels-Alder-Reaktion nur in kleinen Ansätzen durchgeführt werden. Da die Reaktion nicht erprobt war, wurde DCVC im Überschuss eingesetzt. Die Reaktion lieferte Ausbeuten von 57 % an Produkt 13. Die Abspaltung von Chor aus dem Diels-Alder Addukt 13 verlief ebenfalls nicht quantitativ und lieferte 67 % eines Gemisches aus Edukt und Produkt 14. Da der synthetische Aufwand bis zu dieser Stufe der Reaktion sehr gross war und die Substanz nur in geringen, verunreinigten Mengen angefallen war, wurde die Synthese zugunsten einer anderen Variante eingestellt. 

Als Alternative wurde versucht, das käufliche Vinylencarbonat als Dienophil mit Phenanthrencyclon (12) umzusetzen. Eine ähnliche Reaktion mit Fluorencyclon als Dien ist in der Literatur[74] beschrieben. Die Diels-Alder-Reaktion verlief in Toluol mit einer Ausbeute von 75 %, wobei das Additionsprodukt 22 ohne weitere Reinigung verwendet werden konnte, da es als Feststoff in hoher Reinheit aus dem Reaktionsgemisch ausfiel (Abbildung 4.6). 
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Abb. 4.6: Diels-Alder Reaktion von Phenanthrencyclon mit Vinylencarbonat zu Verbindung 22.
Der nächste Reaktionschritt umfasste eine Decarbonylierungsreaktion. Decarbony-lierungen können sowohl auf thermischem als auch auf photochemischem Wege durchgeführt werden. Beide Reaktionsvarianten wurden ausprobiert:

1) Die thermische Decarbonylierung von 22 bei 165°C mit katalytischer Dehydrierung (Palladium/Aktivkohle) lieferte ein komplexes Substanzgemisch, welches mit ökonomischem Aufwand nicht trennbar war. 

2) Der Vorteil der photochemischen Decarbonylierung besteht in den niedrigeren Temperaturen, bei denen die Reaktion ablaufen kann.[75] Bei der Reaktion wurde ein Produktgemisch aus zwei Substanzen erhalten. Eine Literaturrecherche ergab, dass bei der Photolyse von 22 ein Monoalkohol 24 und ein Oxepin 25 gleicher Masse gebildet werden. Der Monoalkohol (1,4-Diphenylentriphenylen-2-ol) fällt als Neben-produkt in geringen Mengen von etwa 5 % bei der Reaktion an.[75] (Abbildung 4.7). 
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Abb. 4.7: Die Photodecarbonylierung von 22 liefert nach Abspaltung von CO2 aus dem umgelagerten Produkt 23 den Monoalkohol 24 und das Oxepin 25. 

Verbindung 23 ist das Produkt einer 1,5-Umlagerung, die bei der Photode-carbonylierung auftritt, da das o-chinoide System das stabilere Phenanthrengerüst zurückbildet. Die Eliminierung von CO2 führt dann zu den Verbindungen 24 und 25. Prinzipiell könnte ein Monoalkohol wie 24 durch Umsetzung mit Fremys Salz (Ka-liumnitrosodisulfonat) in 1,4-Diphenytriphenylen-2,3-chinon (16) überführt werden. Reaktionen dieser Art wurden in der Literatur[76] gefunden. Es zeigte sich aber, dass das Produkt der photochemischen Reaktion nicht mit Fremys Salz reagierte. 

Da mit den hier beschriebenen Reaktionen keine Möglichkeit bestand, 1,4-Diphenyltriphenylen-2,3-chinon unter rechtzufertigendem Aufwand in verwertbarer Menge und Reinheit herzustellen, und auch weitere Literaturrecherchen keine einfacheren Wege der Darstellung dieses Moleküls ergaben, wurde die Synthese des Triphenylen-haltigen Fluoreszenzmarkers eingestellt. 

4.2 Versuche zur Variation der Position des Substituenten im FNOCT- Molekül

4.2.1 Nitrierung

Wie in Kapitel 3 erwähnt erhielt man bei der Nitrierung von 9,10-Phenanthrenchinon mit 65 %iger Salpetersäure neben 2-Nitrophenanthren-9,10-chinon (2) auch noch 4-Nitrophenanthren-9,10-chinon (26). Dieses Molekül fiel in etwas geringeren Mengen an, da diese Position sterisch durch Wechselwirkung mit dem Wasserstoffatom an C-5 des Phenanthrengerüstes gehindert ist (Abbildung 4.8). Im Gegensatz zu früheren Arbeiten[61] konnte 4-Nitrophenanthren-9,10-chinon isoliert und charakterisiert werden. Die Isolierung gelang durch die unterschiedliche Löslichkeit der Produkte in Ethanol. Während 2-Nitrophenanthren-9,10-chinon nach dem Kochen in Ethanol wieder ausfiel, blieb 4-Nitrophenanthren-9,10-chinon in Lösung und wurde nach Entfernen des Lösungsmittels als Feststoff erhalten. Die vollständige Reinigung gelang durch Umkristallisation in 50 %iger Essigsäure[65].
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Abb. 4.8: Bildung von 4- Nitrophenanthren-9,10-chinon (8). In etwas höherer Aus-beute entsteht 2-Nitrophenanthren-9,10-chinon (2) (siehe Kap. 3) 

Die Unterschiede in der Ausbeute zwischen 2- und 4-Nitrophenanthren-9,10-chinon betragen ca. 2 - 5 % zugunsten des 2- Nitro-Derivates.

Die Synthese von 3-Nitrophenanthren-9,10-chinon (29) konnte auf diesem Wege nicht durchgeführt werden. Sie erfordert ein anderes Reaktionsverfahren[77], da bei der Nitrierung von Phenanthrenchinon nur die 2- und die 4-Position im Molekül für den Angriff eines Elektrophils bevorzugt sind. Um den Substituenten in 3-Position in das Phenanthrengerüst einzubringen, musste zunächst die elektronische Situation des Moleküls verändert werden. Dies konnte nach der Umsetzung des Chinons mit Hydroxylaminhydrochlorid und Zinn-(II)-chlorid zu 9,10-Diaminophenanthren-hydrochlorid (28) erreicht werden[78]. Durch diesen Schritt wurden die Carbonyl-Gruppen, welche Elektronenakzeptoren sind, in zur Elektronenabgabe fähige Amino-Gruppen umgewandelt. Dadurch wurde die elektronische Struktur so beeinflusst, dass in 3-Position die ungünstige positive Partialladung in eine negative, für den Angriff eines Elekrophils geeignete Partialladung umgewandelt wurde. Die Reaktion verlief über die Bildung eines Hydroxylamins 27, welches ohne Isolierung zu 28 umgesetzt wurde. Die Reaktionsschritte zeigt Abbildung 4.9.
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Abb. 4.9: Bildung von 9,10-Diaminophenanthrenhydrochlorid (27): Im Gegensatz zum Ausgangsprodukt 1 findet man eine veränderte elektronische Struktur, welche die Nitrierung in 3- Position ermöglicht (Produkt 29).

Die Nitrierung des 9,10-Diaminophenanthrenhydrochlorid gelang nur unter extrem agressiven Bedingungen. Sie erforderte den Einsatz des starken Nitrierungs-reagenzes und Oxidationsmittels Acetylsalpetersäure und musste unter absolutem Ausschluss von Feuchtigkeit durchgeführt werden. 9,10-Diaminophenanthren-hydrochlorid wurde zunächst drei Tage lang im Ölpumpenvakuum getrocknet. Dann wurde 15 mit Eisessig und Essigsäureanhydrid unter Zusatz von trockenem Natriumacetat acetyliert. Zu dem Produkt wurde rauchende Salpetersäure getropft, was die Bildung von Acetylsalpetersäure bewirkt. Eine von Schmidt und Söll[77] für diese Reaktion verwendete Apparatur wurde nicht benutzt, sondern die Salpetersäure mittels Tropftrichter zugesetzt. Die Ausbeute der Reaktion betrug 24 %. Ein Grossteil des Hydrochlorids 28 wurde zum Ausgangsprodukt Phenanthren-9,10-chinon oxidiert. Dies war auch die ausschliesslich beobachtete Reaktion, wenn nicht vollständig wasserfrei gearbeitet wurde. Auch das erhaltene 3-Nitrophenanthren-9,10-chinon war teils noch durch Phenanthren-9,10-chinon verunreinigt. Eine Charakterisierung mittels 1H- NMR-Spektrum konnte jedoch trotzdem vorgenommen werden. Bei dieser Reaktion entstanden aber auch noch eine Vielzahl weiterer Nitrierungsprodukte[77], welche die Reinigung des gewünschten 3-Nitrophenanthren-9,10-chinons erschwerten. Ausserdem verliefen nicht alle Syntheseansätze, obwohl unter strengem Wasserausschluss durchgeführt, erfolgreich, so dass nur geringe, meist verunreinigte Produktmengen erhalten werden konnten. Da die Möglichkeit nicht ausgeschlossen war, bei der anschliessenden Reduktion ein relativ reines Produkt zu erhalten, weil nur die Nitroderivate unter den verwendeten Bedingungen reagieren sollten, wurde trotz der genannten Probleme mit der Synthese fortgefahren.

4.2.2 Reduktion und Methylierung

Reduktion und Methylierung von 3-Nitrophenanthren-9,10-chinon und 4-Nitrophen-anthren-9,10-chinon verlaufen analog zu den Reaktionen des 2-Nitrophenanthren-9,10-chinons (siehe Kapitel 3) und sind in Abbildung 4.10 als Übersicht dargestellt. 

Für die Reduktion von 4-Nitrophenanthren-9,10-chinon (26) wurde die Vorschrift von Brass und Ferber[66] verwendet. Für die Synthese wurde hinsichtlich der Durchführung auf die bereits bei der Darstellung des 2-Aminophenanthren-9,10-chinons erfolgreiche, optimierte Vorschrift zurückgegriffen. Die Reaktion wurde unter sehr viel milderen Bedingungen durchgeführt als die Reduktion von 2-Nitrophenanthren-9,10-chinon, da das Molekül reaktiver ist. Als Reduktionsmittel wurde Natriumhydrogensulfid in alkalischer Lösung (0.10 M NaOH) verwendet. Die Reaktion lieferte bei einer Eduktmenge von 5.00 g ca. 4 g 4-Aminophenanthren-9,10-chinon (30). Das Produkt wurde zur Reinigung aus Ethanol umkristallisiert. Die Ausbeuteverluste bei diesem Schritt sind sehr viel geringer als bei der Umkristallisation von 2-Aminophenanthren-9,10-chinon, da das Produkt sehr gut auskristallisiert. Es wurden Ausbeuten von 88 % erhalten. 
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Abb. 4.10: Reduktion von 3- bzw 4-Nitrophenanthren-9,10-chinon (26 und 29) mit an-schliessender Methylierung der entstandenen Aminophenanthrenchinone 30 und 31.

Die Reduktion von 3-Nitrophenanthren-9,10-chinon (29) wurde nach der Literatur[78] in 2 M NaOH durchgeführt. Hier kam ebenfalls die für die Darstellung von 2-Aminophenanthren-9,10-chinon optimierte Vorschrift zum Einsatz. Als Reduktions-mittel wurde Natriumhydrogensulfid verwendet. Das eingesetzte Edukt war noch durch Phenanthren-9,10-chinon und geringe Mengen anderer nicht identifizierter Substanzen verunreinigt, welche nicht abgetrennt werden konnten. Im Zuge der Reduktionsreaktion konnten die Verunreinigungen zwar verringert werden, eine vollständige Abtrennung gelang jedoch auch nach Umkristallisation des Produktes in Ethanol nicht. Die Ausbeute betrug 57 %. 

Die Methylierung beider Aminophenanthrenchinone 30 und 31 wurde analog zur Methylierung des 2-Aminophenanthren-9,10-chinons mit geringen Abweichungen durchgeführt.[67] Die für die Darstellung von N,N-Dimethyl-2-aminophenanthren-9,10-chinon optimierte Vorschrift für eine Leukert-Wallach-analoge Reaktion mit Formaldehyd und Natriumborhydrid erwies sich auch für die Synthese von 32 als erfolgreich. Das Monomethylderivat N-Methyl-4-aminophenanthren-9,10-chinon wurde nicht gefunden. Eine Abtrennung geringer Verunreinigungen konnte wie bei der Reinigung des N,N-Dimethyl-2-aminophenanthren-9,10-chinons über eine kurze Kieselgelsäule mit Toluol und Ethylacetat (4:1) als Laufmittel erfolgen. Für N,N-Dimethyl-4-aminophenanthren-9,10-chinon 32 konnte eine Ausbeute von 81 % erzielt werden. 

Da für die Methylierung von 3-Aminophenanthren-9,10-chinon (31) nur verunreinigte Edukte zur Verfügung standen, konnte die Reaktion zwar ebenfalls erfolgen, N,N-Dimethyl-3-aminophenanthren-9,10-chinon (33) konnte jedoch nur in geringen Mengen (ca. 80.0 mg) und Ausbeuten (29 %) erhalten werden. Die Reinigung des Produktes erwies sich als sehr aufwändig. So musste das Rohprodukt mehrfach säulenchromatographisch gereinigt werden. Als bestes Laufmittel konnte nach einer Vielzahl von Versuchen reines Ethylacetat ermittelt werden. Letztlich konnten nur die NMR-Spektren Auskunft über Struktur und Reinheit des entstandenen Produktes geben. 

Aus den genannten Gründen erwies sich die Synthese des N,N-Dimethyl-3-aminophenanthren-9,10-chinons (33) als sehr zeit- und vor allem materialintensiv, wobei sie nur geringe Mengen des Produktes lieferte, die einer aufwändigen Reinigung bedurften. So wurde von einer weiteren Umsetzung zum N,N-Dimethyl-3-aminophenanthren-9,10-cyclon im Rahmen dieser Arbeit abgesehen und die weiteren Versuche auf die erfolgversprechendere Synthese des N,N-Dimethyl-4-aminophenanthren-9,10-cyclons (34) konzentriert.

4.2.3 Aldolkondensation und Diels-Alder-Reaktion

Für die Aldolkondensation und die anschliessende Diels-Alder-Reaktion liegen keine Literaturvorschriften vor. Es wurde aber das Verfahren aus der Synthsese des in 2-Position substituierten Derivates übernommen. Die Reaktionsschritte zeigt Abbildung 4.11.
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Abb. 4.11: Aldolkondensation von N,N-Dimethyl-4-aminophenanthren-9,10-chinon 31 mit 1,3-Diphenylpropan-2-on zum Cyclon 34. Anschliessend erfolgt eine Diels-Alder-Reaktion mit Norbornendicarbonsäure zu 35.

So wurde die Kondensation zunächst wie bei der Synthese von N,N-Dimethyl-2-aminophenantren-9,10-cyclon bei 55°C mit Kaliumhydroxid als Base durchgeführt. Auch die Reihenfolge, in der die Edukte zusammengegeben wurden, wurde beibehalten (siehe Kapitel 3.2). Anstelle des erwarteten dunkelgrünen Produktes wurde eine gelb-braune Reaktionslösung erhalten, aus der kein Feststoff ausfiel. Die Reaktion lieferte ein nicht trennbares Produktgemisch. Eine dünnschichtchromato-graphische Analyse der Produkte zeigte mehrere schlecht getrennte gelbe Fraktionen. Einzelne Komponenten konnten nicht identifiziert werden. 

Daher wurden Versuche unternommen, das Syntheseverfahren zu modifizieren. Da sich 4-Aminophenanthren-9,10-chinon bei der Darstellung bereits als reaktiver erwiesen hatte als das 2-Aminophenanthren-9,10-chinon, wurde angenommen, dass N,N-Dimethyl-4-aminophenanthren-9,10-chinon in der Aldolkondensation ebenfalls viel reaktiver ist. Erste Versuche bestanden in der Variation der Basenkonzentration und in der Auswahl der Art der Base. Das Lösungsmittel Ethanol wurde durch Methanol und Isopropanol substituiert, da die Möglichkeit bestand, dass das Produkt in Ethanol löslich war. Alle diese Variationen führten jedoch nicht zu dem gewünschten Produkt. Auch weitere Versuche, die Reihenfolge der Zugabe der Edukte zu ändern, brachte keine Fortschritte. Der letzte Parameter, der variiert werden konnte, war die Reaktionstemperatur. Sie wurde zunächst um 10°C auf 45°C gesenkt, wodurch zumindest das gewünschte Reaktionsprodukt entstanden war und dünnschichtchromatographisch als grüne Zone nachgewiesen wurde. Es war jedoch noch stark durch gelbe Zersetzungsprodukte verunreinigt und konnte nicht isoliert werden. Da dies anscheinend ein vielversprechender Weg war, wurde die Reaktion bei 20°C durchgeführt. Die Reaktionsbedingungen wurden ansonsten wie unter Kapitel 3.2 beschrieben gewählt. Da bei diesem Ansatz nur 200 mg des Eduktes 31 eingesetzt wurden, wurde die Reaktion in einem Spitzkolben durchgeführt. Es erwies sich als vorteilhaft, wenn die Reaktionsmischung durch kräftiges Schütteln sehr gut vermischt wurde. So konnte auch das bei dieser Temperatur nur schwer lösliche Edukt nach und nach abreagieren, indem durch die Bildung des Produktes das Edukt der Lösung entzogen wurde. Der ausgefallene dunkelgrüne Feststoff wurde abfiltriert und mit sehr wenig Ethanol nachgewaschen, da er sich in diesem Lösungsmittel etwas löst. Ein Dünnschichtchromatogramm des Feststoffes zeigte neben einer grünen Fraktion noch eine gelbe Verunreinigung. Unter identischen Bedingungen konnte der Versuch reproduziert werden. Dass aber noch ein grosser Anteil an Neben- und Zersetzungsprodukten bei dieser Reaktion entstanden ist, zeigt die sehr geringe Ausbeute von 3 %. Von einer Reinigung ist wegen der schnellen Zersetzung des Produktes abzusehen. Eine gezielte Optimierung der Reaktions-bedingungen, z.B. weitere Absenkung der Temperatur, könnte aber sicherlich Ausbeute und Reinheit des Produktes weiter erhöhen. Trotz der vorhandenen Verunreinigungen wurde das erhaltene Produkt 34 in der folgenden Diels-Alder-Addition umgesetzt, da nur 34 auf Grund seiner Eigenschaft als Dien, nicht aber die Verunreinigungen in einer [4+2]-Cycloaddition reagieren können. 

Für die Diels-Alder-Reaktion zum Keton 35 wurde die optimierte Vorschrift für die Reaktion von N,N-Dimethyl-2-aminophenanthren-9,10-cyclon mit Norbornendicar-bonsäure verwendet. Die Edukte wurden 8 h bei 130°C unter Rückfluss erhitzt, wobei ein hellbrauner Feststoff ausfiel. Nach Isolierung und Reinigung mit Toluol und Chloroform wurde eine Ausbeute von 41 % erzielt. Ein 1H-NMR-Spektrum zeigte Verunreinigungen von bis zu  50 % nicht abreagierter Norbornendicarbonsäure. Aufgrund der geringen Produktmenge wurde auf eine Umkristallisation verzichtet. Die notwendige Menge an Norbornendicarbonsäure war nur schwer zu bestimmen, da die Menge an Verunreinigungen, die in 34 enthalten sind, nicht sicher quantifiziert werden konnte. Bei einem kleinen Überschuss (ca. 13 %) an 34 gegenüber der Norbornendicarbonsäure verringerte sich zwar die Ausbeute des Produktes 35 auf ca. 30 %, es wurden jedoch nur noch Spuren (ca. 1.5 %) von Norbornendi-carbonsäure gefunden. So scheint dies ein Ansatz für die Optimierung der Reaktion zu sein. 

Von dem Reaktionprodukt 35 konnten konzentrationsabhängige Fluoreszenz-emissions- und Anregungsspektren in Tetrahydrofuran aufgenommen werden. Diese sind in Abbildung 4.12 und 4.13 dargestellt. Die Aufnahme der Spektren erfolgte durch Anregung jeweils im Maximum des Spektrums ((exc = 310 –345 nm). Die Emmissionsspektren wurden bei einer Wellenlänge von (em = 455 nm aufgenommen.
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Abb. 4.12: A) Emissionsfluoreszenzspektren des Ketons 35 bei unterschiedlichen Konzentrationen, gemessen in Tetrahydrofuran. Anregung konzentrationsabhängig bei (exc = 310 –345 nm. B) Abhängigkeit der rel. Fluoreszenzintensität von der Konzentration an 35. 

In Abbildung 4.12 B, kann man eine lineare Abhängigkeit zwischen der Konzentration an 35 und der Fluoreszenzintensität bis zu Lösungen mit Konzentrationen von 150 µM erkennen. Auch das Maximum der Fluoreszenzemmissionsbande liegt unabhängig von der Konzentration bei (em = 455 nm. Anders verhält sich dies bei den in Abbildung 4.13 dargestellten Anregungsspektren der Verbindung 35.
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Abb. 4.13: Konzentrationsabhängige Anregungsspektren von Verbindung 35. Ver-schiebung des Maximums mit steigender Konzentration von 310 nm zu 345 nm. Das Emissionspektrum wurde bei (em = 455 nm aufgenommen. Lösungsmittel: Tetra-hydrofuran.

Die Anregungsspektren zeigen eine Konzentrationsabhängigkeit sowohl hinsichtlich des Anstiegs der Fluoreszenzintensität als auch der Lage des Maximums. Dies liegt bei einer Konzentration von 25 µM bei (exc = 310 nm und wird sukzessive mit ansteigender Konzentration bis zu 150 µM bathochrom nach (exc = 345 nm verschoben. Ein Grund hierfür ist vermutlich ein physikalischer Effekt: durch die technischen Gegebenheiten des Spektrometers
 kann möglicherweise die intensivere Bande bei 310 nm nicht in ihrer vollen Intensität dargestellt werden. Dies könnte zu einer vermeindlichen Intensivierung der Bande bei 345 nm führen. Das Emissionsmaximum verändert sich dabei hinsichtlich seiner Lage bei (em = 455 nm und Form nicht, weshalb Excimerbildungen ausgeschlossen werden können. Eine Auftragung der Punkte aus den Maxima der Anregungsspektren in einem Konzentrations-Intensitäts-Diagramm ist nahezu mit dem aus den Emissionsspektren erstellten Diagramm (4.12 B) identisch (Daten nicht abgebildet).

Von einer 50 µM Lösung des Ketons 35 wurde ein UV/Vis-Spektrum aufgenommen. Dieses zeigt Abbildung 4.14 im Vergleich mit dem bei gleicher Konzentration aufgenommenen Fluoreszenzanregungsspektrum.
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Abb. 4.14: Vergleich von Absorptions- und Fluoreszenzanregungsspektrum des Ketons 35. Für beide Messungen betrug die Konzentration 50 µM des Ketons 35 in Tetrahydrofuran. 

Bei der vergleichenden Betrachtung von Absorptions- und Fluoreszenzanregungs-spektrum aus Abbildung 4.14 wird eine gute Übereinstimmung zwischen beiden gefunden. Abweichungen sind auf die unterschiedliche Messtechnik, aber auch im Bereich kleiner Wellenlängen (250-300 nm) auf in Kap. 5.2.2 erklärte „technische“ Gegebenheiten des Fluoreszenzspektrometers zurückzuführen. 

4.2.4 Photoylse

Die photolytische Darstellung des FNOCT-Derivates 11 erfolgte in einem Quarz-NMR-Röhrchen in deuteriertem Tetrahydrofuran, um den Fortgang der Reaktion beobachten zu können. Dieses wurde in einen Kühlmantel eingehängt und bei –30°C mit Licht der Wellenlänge 300 nm bestrahlt. Die Photolysereaktion ist in Abbildung 4.15 dargestellt.
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Abb. 4.15: Umsetzung des Diels-Alder-Adduktes 35 mittels Licht der Wellenlänge 300 nm zum FNOCT-Derivat 11. Die Zahl 5 bezeichnet die Position des zur Beobachtung des Verlaufs der Photolyse verwendeten Protons im 1H-NMR-Spektrums.

Photolytische Reaktionen bei hoher Konzentration, wie sie für NMR-Messungen notwendig sind, benötigen lange Reaktionszeiten, wenn die Produkte Licht im gleichen Wellenlängenbereich absorbieren, wie die Edukte. So wurde die vorliegende Probe für 81 h bestrahlt. Dabei wurden zu verschiedenen Zeitpunkten Spektren aufgenommen. Der Anstieg eines charakteristischen Protonensignals (es handelt sich um das sehr tieffeldverschobene Proton in Position 5 (Abbildung 4.15)) des Produktes 11 bei 8.35 ppm wurde beobachtet. Dieses Protonensignal und das noch nicht vollständig abgebaute Protonensignal des Protons 5 im Edukt 35 wurden am Ende der Reaktion für die Bestimmung des Umsatzes der Reaktion verwendet. Der prozentuale Anstieg des Umsatzes, also der Anstieg des Protonensignals mit der Zeit ist in Abbildung 4.16 dargestellt. 
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Abb. 4.16: Photolyse von 35 zum FNOCT-Derivat 11. Nach 73 h ist ein Umsatz von 77 % erreicht. Weitere Bestrahlung führt vermutlich zur Bildung von Neben- oder Zersetzungsprodukten.

Ab einem Umsatz von 77 % fand keine weitere Zunahme der Produktbildung mehr statt, was vermutlich auf die photochemische Weiterreaktion zu Zersetzungs-produkten zurückzuführen war. Dies war an der Bildung weiterer Signale im NMR-Spektrum erkennbar. Die Photolyse wurde deshalb zu diesem Zeitpunkt abgebrochen. Das Lösungsmittel wurde im Ölpumpenvakuum entfernt. Von dem Produkt konnte ein Fluoreszenzspektrum aufgenommen werden. Abbildung 4.17 zeigt Fluoreszenzanregungs- und Emissionsspektrum der Verbindung.
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Abb. 4.17: Fluoreszenzanregungs- und Emissionsspektrum von Verbindung 11 bei einer Konzentration von 50 µM in Tetrahydrofuran. Bei ca. 310 nm sind im Anregungsspektrum Reste des Ausgangsketons 35 erkennbar.

Beim Vergleich des Spektrums von 11 in Abbildung 4.17 mit den Fluoreszenz-emissions- und Anregungsspektren der FNOCT-Verbindung 7 (siehe Kap. 5), werden gute Übereinstimmungen hinsichtlich der Form und auch der Lage der Maxima der Spektren gefunden, so dass davon ausgegangen werden kann, dass es sich bei Verbindung 11 um ein o-chinoides System handelt. Ein Beweis für die Funktionsfähigkeit der neuen Verbindung kann durch Reaktion von 11 mit Stickstoffmonoxid erbracht werden. Dabei sollte wie bei Derivat 7 die Fluoreszenz durch Bildung eines Hydroxylamins ansteigen. So wurden zu einer Messlösung von 50 µM der Verbindung 11
 in Phosphatpuffer (pH = 7.24) 50 µM MAHMA/NO zugegeben. Der Zerfall des Diazeniumdiolates wurde, wie in Abbildung 4.18 dargestellt, durch Anstieg der Fluoreszenzintensität bei (em = 471 nm mit einer Anregungswellenlänge von (exc = 310 nm verfolgt (Kurve A). Zum Vergleich wurde das gleiche NONOat mit Verbindung 7 umgesetzt (Kurve B).

Abb. 4.18: Kinetik des Abfangs von NO durch A) FNOCT 11 und im Vergleich B) durch FNOCT 7. Bedingungen: je 50 µM FNOCT 11 und 7, 10 % Pluronic und 50 µM Glutathion als Reduktionsmittel. Beiden Proben wurde MAHMA/NO (Gesamt-konzentration: 50 µM) in Abwesenheit von Sauerstoff bei 25°C zugesetzt. Detektion: FNOCT 7: (exc = 320 nm, (em = 458 nm, FNOCT 11: (exc = 315 nm, (em = 471 nm.

Bei Betrachtung der Kurven A und B in Abbildung 4.18 fällt zunächst der Unterschied in der Endfluoreszenzintensität auf. Dies deutet auf eine um ca. 50 % geringere Fluoreszenzausbeute des Hydroxylamins 11-NOH gegenüber dem Hydroxylamin 7-NOH hin. Auch beim Vergleich der entsprechenden Ketone ist dies zu beobachten. Keton 6 erreicht bei einer Konzentration von 50 µM in Tetrahydrofuran eine Grenzfluoreszenz von etwa 38.000 relativen Einheiten, während die des Ketons 35 unter gleichen Bedingungen bei ca. 16.000 Einheiten liegt. So kann für Ketone und Hydroxylamine ( an konkreten Beispielen) je ein Faktor berechnet werden:
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Dieser Faktor spiegelt unter der Bedingung, dass jeweils gleiche Konzentrationen beider Verbindungen vorliegen, näherungsweise die relative Quantenausbeute der Verbindungen 35 und 11-NOH in Bezug auf die Verbindungen 6 und 7-NOH wieder.

Ein Vergleich der NO-Abfangreaktionen, die unter gleichen Bedingungen aufge-nommen wurden, zeigt, dass NO durch FNOCT 7 schneller abgefangen wird als durch FNOCT 11. Werden die Daten beider Kurven durch eine empirische Anpassung ausgewertet, können mit Hilfe der Endwerte dieser berechneten Kurven Halbwertszeiten von 5.5 min für Kurve A und 2.1 min für Kurve B abgeschätzt werden. Kurve B gibt damit den Literaturwert[26] von 1-3 min für die Halbwertszeit von MAHMA/NO bei 25°C wieder. Für das FNOCT-System 11 wird eine um etwa den Faktor 2 geringere Reaktionsgeschwindigkeit gefunden. Der sigmoide Verlauf beider Kurven liefert einen Hinweis darauf, dass die Reaktion der FNOCT-Derivate mit NO hinsichtlich ihres kinetischen Ablaufs nicht einfach beschrieben werden kann. Diese Problematik wird an anderer Stelle (siehe Kapitel 5.3.1) noch ausführlich behandelt. Wurde statt Glutathion ein anderes Reduktionsmittel (Ascorbinsäure) bei der Messung verwendet, wirkte sich dies kaum auf die Kurvenform aus. 

Nachdem die Reaktion von 11 mit Stickstoffmonoxid abgeschlossen war, wurden Gesamtspektren des Reaktionsproduktes, des Hydroxylamins 11-NOH, direkt aus der Messlösung aufgenommen. Abbildung 4.19 zeigt Fluoreszenzanregungs- und Emissionsspektrum des Hydroxylamins 11-NOH. 

Abb. 4.19: Fluoreszenzanregungs- und Emissionsspektren des Hydroxylamins 11-NOH, gebildet nach Zugabe von MAHMA/NO (Konz.: 50 µM) zu einer Lösung aus 50 µM FNOCT 11 und 50 µM Glutathion in Phosphatpuffer (pH = 7.24). Im Emissionsspektrum sind zwischen 500 und 600 nm noch Anteile nicht abreagierten FNOCTs als Schulter erkennbar.

Im Emissionsspektrum ist noch deutlich eine Schulter bei ca. 550 nm zu erkennen. Dies zeigt, dass FNOCT 11 nicht vollständig mit NO reagiert hat, obwohl das NONOat in äquimolarer Menge zugesetzt wurde. Dies bedeutet, dass NO im doppelten Überschuss vorlag und somit den Fänger vollständig hätte zum Hydroxylamin umsetzen müssen. Eine mögliche Erklärung hierfür könnte eine schlechtere Bindung des Stickstoffmonoxids an das o-chinoide System des FNOCT 11 sein. Dies könnte dann zu einer reversiblen Bildung des NO-Adduktes führen. Hierfür würde auch der in Abbildung 4.18 erkennbare weitere langsame Anstieg der Messkurve nach etwa 10 minütiger Reaktionszeit sprechen. Eine andere Möglichkeit ist, dass eventuell vorliegende Verunreinigungen des Fängers zur unvollständigen Reaktion führten. 

Das Anregungsspektrum von 11-NOH zeigt zwei Peaks, welche beide ein identisches Emissionsspektrum liefern. Es besteht lediglich ein Unterschied in der Fluoreszenzintensität, je nach dem, ob bei (exc = 310 nm oder bei (exc = 355 nm angeregt wird. Da der Unterschied nur 1600 Einheiten der relativen Fluoreszenzintensität beträgt, kann für biologische Anwendungen die höhere Anregungswellenlänge verwendet werden, da hier noch eine ausreichend hohe Fluoreszenzintensität beobachtet wird.

4.3 Zusammenfassung

Die zunächst angestrebte Synthese eines o-Chinodimethans mit Triphenylen als Fluorophor wurde in der 3. Reaktionsstufe (Bildung von 14 durch Decarbonylierung und Abspaltung von Chlor) eingestellt, da sich zeigte, dass die entstandenen Mengen an 14 sehr gering waren. Ausserdem umfasst die sich hieran anschliessende Synthese bis zum o-Chinodimethan-Derivat 19 weitere vier Stufen, wovon nur zwei in der Literatur[72] beschrieben sind. Dies stellte den weiteren Erfolg der Synthese und den ökonomischen Einsatz in Frage. 

Da ein begrenzter synthetischer Aufwand ein wichtiges Kriterium für eine breit anwendbare Marker-Verbindung ist, sodass sie für umfangreiche Messungen in genügender Menge zur Verfügung steht, lohnt sich die aufwändige Synthese eines o-Chinodimethanderivates mit Triphenylen als Fluorophor nicht. Ausserdem besteht die Möglichkeit, dass dieser Marker hinsichtlich seiner Wasserlöslichkeit grössere Schwierigkeiten bereitet als ein Phenanthrenderivat, das auf Grund seiner geringeren Molekülgrösse eine kleinere hydrophobe Gruppe beinhaltet. So hätten hier unter Umständen weitere mehrstufige Reaktionen zur Modifizierung des Moleküls mit hydrophilen Substituenten erfolgen müssen, um es überhaupt für Fluoreszenz-messungen verwenden zu können.

Das als Alternative synthetisierte o-Chinodimethan mit in 4-Position substituiertem Phenanthrengerüst 11 konnte dargestellt werden. Jedoch erweist sich diese Synthese bisher als komplexer als die des existierenden Markers 7. Die fluoreszenzspektroskopischen Eigenschaften von 11 sind denen des Moleküls 7 sehr ähnlich. Insbesondere die Emissionsspektren der Ketone 6 ((exc = 320 nm, (em = 458 nm und 35 ((exc = 315 nm, (em = 455 nm) stimmen gut überein. Lediglich die Fluoreszenzintensität von 35 ist um etwa einen Faktor 2 geringer als die Fluoreszenzintensität von 6. Als nachteilig könnte sich die konzentrationsabhängige, bathochrome Verschiebung der maximalen Anregungswellenlänge von 35 erweisen, die in jedem Fall bei der Fluoreszenzmessung beachtet werden muss. 

Der Abfang von NO durch FNOCT 11 im Vergleich mit FNOCT 7 konnte untersucht werden. Dabei zeigte sich, dass die Reaktion von 11 zum Nitroxid 11-NO oder die nachfolgende Reduktion zu 11-NOH anscheinend langsamer verläuft als der Abfang von NO durch 7. Dies sollte ebenfalls beim fluoreszenzspektroskopischen NO-Nachweis mit diesem Molekül beachtet werden. 

Als Vorteil des neuen Farbstoffs könnten sich die fluoreszenzspektroskopischen Eigenschaften des Reaktionsproduktes 11-NOH erweisen, da dieses die Möglichkeit einer längerwelligen Anregung bei (exc = 355 nm mit einer Emission bei (em = 471 nm bietet. Die Fluoreszenzintensität bei dieser Anregungswellenlänge ist nur um ca. 1600 Einheiten geringer als bei Anregung im Maximum bei 315 nm. So könnte sich das neue FNOCT-System 11 gerade für Messungen an biologischen Systemen gut eignen, da die Gesamtfluoreszenzintensität ihres Hydroxylamins 11-NOH zwar schwächer ist, die Intensität bei (exc = 355 nm aber mit etwa 10.000 Einheiten noch um 3.000 Einheiten über der des Hydroxylamins 7-NOH bei (exc = 380 nm liegt. Damit müssten Zellen unter dem Fluoreszenzmikroskop zwar mit etwas energiereicherem Licht bestrahlt werden, das NO-Addukt würde aber eine intensivere Fluoreszenz liefern. Somit könnte sich herausstellen, dass FNOCT 11 seinen Einsatz vor allem in der Fluoreszenzmikroskopie finden könnte.







� Die Leistung der Lichtquelle des Spektrometers ist unterhalb von 300 nm zu schwach, um die Intensität des Spektrums korrekt wieder zu geben (siehe auch Kapitel 5.2.2).


� Beim Ansatz der Stammlösung wurde die mindere Reinheit von Verbindung 11 berücksichtigt. 
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300 nm

340 nm

380 nm

Wellenlänge [nm]

Absorption

0.008363368

0.0085478425

0.0084971823

0.008511411

0.0086436076

0.008771644

0.0086208982

0.0086750053

0.0088993488

0.0088460324

0.0088811973

0.0090043358

0.0089913066

0.0089647481

0.0090876985

0.0093198977

0.0092006363

0.0093369568

0.0093113557

0.0093438867

0.0094081098

0.0094702514

0.0092538903

0.0094916821

0.0094608068

0.0094472347

0.0096774036

0.0094778184

0.009568152

0.0097456733

0.0097230393

0.0096543496

0.0097851995

0.0098064076

0.0096714478

0.0098158065

0.0098178191

0.0097907335

0.0097475266

0.0098694274

0.0096648838

0.0097368043

0.0097606042

0.0097000357

0.0096979709

0.0099530099

0.0098825097

0.0099149505

0.009976265

0.0098447483

0.0097160507

0.0098448806

0.0098324884

0.0098464424

0.0098624369

0.0097907595

0.0097085591

0.0097966641

0.0098217912

0.0097032916

0.0097143827

0.0098386845

0.0096235424

0.0096231978

0.0097580897

0.009498693

0.0095760114

0.0094813369

0.0096384957

0.0094077922

0.0095515074

0.0094746435

0.0095150713

0.009486258

0.0095777586

0.0093046911

0.0093970262

0.0093587777

0.0094622886

0.0093592005

0.0092882682

0.0092665832

0.0094101196

0.0092580151

0.0091455653

0.0092237461

0.0090760682

0.0090255579

0.0092272358

0.0090531781

0.0089143831

0.009199949

0.0091850897

0.008804637

0.0090451166

0.0091792736

0.0087217242

0.0088811442

0.0089391153

0.0088690436

0.0088877501

0.008911741

0.0087198224

0.0088040028

0.0088960994

0.0087156761

0.0088221245

0.0087256329

0.0087445974

0.0087777991

0.0089201964

0.0085528055

0.0086709391

0.008933804

0.0088045839

0.0088499952

0.0086090956

0.0088227848

0.0086074583

0.0085426411

0.008683905

0.0085305236

0.0087002264

0.008739288

0.0086304313

0.0088516604

0.0087101562

0.0086983517

0.0087014409

0.0086616166

0.0086466707

0.0088425456

0.00900645

0.0088798236

0.0089700334

0.0089674965

0.0089527769

0.008967258

0.0091468599

0.0088678291

0.0087881535

0.0089288102

0.0090041505

0.0090439795

0.0091318972

0.0091959303

0.0092415679

0.0093376711

0.0092891147

0.0094235316

0.0097900713

0.010014832

0.0100335879

0.0102764191

0.0104983822

0.0105387727

0.0106355883

0.0111059146

0.0110721625

0.0113927387

0.0115503781

0.0117898565

0.0121911718

0.0126018375

0.0125910183

0.0130219618

0.0134188905

0.0137568079

0.0139800236

0.0145698553

0.0148174865

0.0153754689

0.0157018434

0.0161379278

0.0168430582

0.0172251016

0.0180600546

0.0186334346

0.0191004425

0.0198632423

0.0203480963

0.0213187486

0.0218971595

0.0227261502

0.0237666611

0.0247068778

0.0253986269

0.0261791497

0.0273318663

0.0281149633

0.0293875765

0.0304063186

0.0315494761

0.0326222815

0.0340576433

0.0348485149

0.0362086743

0.0378476903

0.0389966965

0.0404642858

0.0418717079

0.0430138186

0.0446394309

0.0461039096

0.0476316586

0.0491819344

0.0509784631

0.0526324995

0.054176569

0.0558538884

0.0576744191

0.0592070036

0.0610778108

0.0628081411

0.0644824132

0.0665645301

0.0681870058

0.0698638484

0.0716337636

0.0735720918

0.0751766339

0.0773489252

0.0790612772

0.0807705894

0.0826423094

0.0844458416

0.0863669515

0.0881985501

0.0897838846

0.0910117105

0.0927417874

0.0938833803

0.0954743847

0.0968918577

0.0979438946

0.0991148651

0.1001531109

0.1012331843

0.1023621187

0.103084527

0.1044846177

0.1052420959

0.106278114

0.1071047187

0.1076717079

0.1081217825

0.1091767773

0.109281905

0.1100949049

0.1104578525

0.1112313867

0.1116440594

0.1127398759

0.1134709939

0.1138590872

0.1147640422

0.115383096

0.1161999926

0.1173301712

0.1176294386

0.1185561419

0.1196508706

0.1201277077

0.120987244

0.1218882352

0.1230432615

0.1238682419

0.1257355511

0.1276392937

0.1283744574

0.1294932067

0.1307904571

0.1324599236

0.1332829893

0.1346662641

0.1359764338

0.1372217089

0.1387724131

0.1403925717

0.141628623

0.1428417414

0.1443934739

0.1464572847

0.1477579027

0.1491761059

0.1512787342

0.1532959789

0.1545659453

0.1566786021

0.1583234817

0.1606814265

0.1615854502

0.1635345668

0.1657877117

0.1680380851

0.1705736667

0.1722836494

0.1748158485

0.1772125959

0.1793379635

0.1822328717

0.1836107075

0.188426584

0.1907326132

0.1932628304

0.1967311054

0.1983341873

0.2016979009

0.2042753696

0.2071824372

0.2096256167

0.2117872685

0.2147032171

0.216859892

0.2195324749

0.2226754576

0.224486053

0.227469638

0.2292782515

0.2312438488

0.2338452935

0.2360748947

0.2391099483

0.2404853404

0.243394196

0.2445064336

0.2469451874

0.2492212206

0.2517277002

0.253521353

0.2556666732

0.2589275241

0.2607642412

0.263862133

0.2657414675

0.2686737478

0.2713953555

0.2748405933

0.2781061828

0.2809987962

0.2846280038

0.2883713543

0.2926547825

0.2968284488

0.3008855879

0.3052954972

0.3100014925

0.3153121471

0.3203175664

0.3261197805

0.3318711817

0.3376831114

0.343911171

0.3515820205

0.358196795

0.3661561906

0.3735289872

0.3815506995

0.3904117048

0.3991504014

0.4086658657

0.4185233116

0.4297214746

0.440602839

0.4532567263

0.4659769237

0.4786296189

0.4935437143

0.5078569651

0.5236609578

0.5392443538

0.5555487871

0.5722835064

0.5909896493

0.6090374589

0.6276638508

0.6474294662

0.6659672856

0.6847906113

0.7043026686

0.7235047817

0.7427337766

0.7641898394

0.7789008617

0.7974122763

0.8159493208

0.8317875862

0.8486571908

0.8647987843

0.8807482123

0.8945944905

0.9086661339

0.9210287333

0.9331309795

0.9421132207

0.9507554173

0.9585869908

0.9635398984

0.9682177305

0.970620811

0.9699693918

0.9684643149

0.9655215144

0.9611263871

0.9556196928

0.9469550252

0.9391143918

0.9292692542

0.9193542004

0.9088253975

0.8972433209

0.887219429

0.875849545

0.8656494617

0.8547844291

0.8450905681

0.8357701302

0.8266460299

0.8192182183

0.8096361756

0.8029900789

0.7949897051

0.7874141335

0.7806161046

0.7761989832

0.7667675614

0.7598398924

0.7533015013

0.7454166412

0.7400913835

0.7300864458

0.717541039

0.7175371051

0.7070503831

0.7070601583

0.6997769475

0.6963666081

0.6902705431

0.6906363964

0.6876712441

0.6853647232

0.6781844497

0.6862139106

0.6907382607

0.6900729537

0.6956061125

0.6993448734

0.7059828639

0.7066652775

0.7168802023

0.7210283875

0.7317761779

0.7460686564

0.7476837635

0.757861197

0.7719765902

0.782268405

0.795830369

0.8133853078

0.8294783235

0.8457875252

0.8680954576

0.8914424181

0.9144539833

0.940053463

0.9694386125

0.9915805459

1.020665288

1.048828602

1.076076031

1.10653615

1.135565042

1.163896561

1.190185189

1.215405107

1.240100503

1.265469193

1.283478022

1.306469917

1.324725032

1.346923232

1.369013906

1.390548348

1.413491011

1.438549995

1.465494275

1.492215514

1.519476652

1.54513669

1.570270777

1.593279004

1.619630814

1.642766595

1.661253333

1.675766587

1.692829728

1.708182812

1.718113303

1.727994919

1.738798022

1.746134639



Sheet1

		UV-Spektrum						Anregungsspektrum

		4-Keton 500-UV

		Wavelength (nm)		Abs				Wellenl

		500		0.008363368				Wellenlänge		50 µM

		499.5		0.0085478425				250.66		232

		499		0.0084971823				255.65		280

		498.5		0.008511411				260.634		317

		498		0.0086436076				265.612		355

		497.5		0.008771644				270.695		411

		497		0.0086208982				275.661		553

		496.5		0.0086750053				280.622		1019

		496		0.0088993488				285.687		2496

		495.5		0.0088460324				290.635		5403

		495		0.0088811973				295.579		9343

		494.5		0.0090043358				300.626		13045

		494		0.0089913066				305.667		15591

		493.5		0.0089647481				310.593		16504

		493		0.0090876985				315.622		16256

		492.5		0.0093198977				320.645		15424

		492		0.0092006363				325.662		14726

		491.5		0.0093369568				330.673		14141

		491		0.0093113557				335.678		13877

		490.5		0.0093438867				340.677		13589

		490		0.0094081098				345.67		13160

		489.5		0.0094702514				350.657		12366

		489		0.0092538903				355.638		11699

		488.5		0.0094916821				360.613		11108

		488		0.0094608068				365.69		10548

		487.5		0.0094472347				370.653		10123

		487		0.0096774036				375.61		9636

		486.5		0.0094778184				380.668		9069

		486		0.009568152				385.613		8220

		485.5		0.0097456733				390.658		7019

		485		0.0097230393				395.591		5793

		484.5		0.0096543496				400.624		4379

		484		0.0097851995				405.651		2973

		483.5		0.0098064076				410.672		1854

		483		0.0096714478				415.58		1137

		482.5		0.0098158065				420.589		647

		482		0.0098178191				425.591		368

		481.5		0.0097907335				430.587		234

		481		0.0097475266				435.576		208

		480.5		0.0098694274

		480		0.0096648838

		479.5		0.0097368043

		479		0.0097606042

		478.5		0.0097000357

		478		0.0096979709

		477.5		0.0099530099

		477		0.0098825097

		476.5		0.0099149505

		476		0.009976265

		475.5		0.0098447483

		475		0.0097160507

		474.5		0.0098448806

		474		0.0098324884

		473.5		0.0098464424

		473		0.0098624369

		472.5		0.0097907595

		472		0.0097085591

		471.5		0.0097966641

		471		0.0098217912

		470.5		0.0097032916

		470		0.0097143827

		469.5		0.0098386845

		469		0.0096235424

		468.5		0.0096231978

		468		0.0097580897

		467.5		0.009498693

		467		0.0095760114

		466.5		0.0094813369

		466		0.0096384957

		465.5		0.0094077922

		465		0.0095515074

		464.5		0.0094746435

		464		0.0095150713

		463.5		0.009486258

		463		0.0095777586

		462.5		0.0093046911

		462		0.0093970262

		461.5		0.0093587777

		461		0.0094622886

		460.5		0.0093592005

		460		0.0092882682

		459.5		0.0092665832

		459		0.0094101196

		458.5		0.0092580151

		458		0.0091455653

		457.5		0.0092237461

		457		0.0090760682

		456.5		0.0090255579

		456		0.0092272358

		455.5		0.0090531781

		455		0.0089143831

		454.5		0.009199949

		454		0.0091850897

		453.5		0.008804637

		453		0.0090451166

		452.5		0.0091792736

		452		0.0087217242

		451.5		0.0088811442

		451		0.0089391153

		450.5		0.0088690436

		450		0.0088877501

		449.5		0.008911741

		449		0.0087198224

		448.5		0.0088040028

		448		0.0088960994

		447.5		0.0087156761

		447		0.0088221245

		446.5		0.0087256329

		446		0.0087445974

		445.5		0.0087777991

		445		0.0089201964

		444.5		0.0085528055

		444		0.0086709391

		443.5		0.008933804

		443		0.0088045839

		442.5		0.0088499952

		442		0.0086090956

		441.5		0.0088227848

		441		0.0086074583

		440.5		0.0085426411

		440		0.008683905

		439.5		0.0085305236

		439		0.0087002264

		438.5		0.008739288

		438		0.0086304313

		437.5		0.0088516604

		437		0.0087101562

		436.5		0.0086983517

		436		0.0087014409

		435.5		0.0086616166

		435		0.0086466707

		434.5		0.0088425456

		434		0.00900645

		433.5		0.0088798236

		433		0.0089700334

		432.5		0.0089674965

		432		0.0089527769

		431.5		0.008967258

		431		0.0091468599

		430.5		0.0088678291

		430		0.0087881535

		429.5		0.0089288102

		429		0.0090041505

		428.5		0.0090439795

		428		0.0091318972

		427.5		0.0091959303

		427		0.0092415679

		426.5		0.0093376711

		426		0.0092891147

		425.5		0.0094235316

		425		0.0097900713

		424.5		0.010014832

		424		0.0100335879

		423.5		0.0102764191

		423		0.0104983822

		422.5		0.0105387727

		422		0.0106355883

		421.5		0.0111059146

		421		0.0110721625

		420.5		0.0113927387

		420		0.0115503781

		419.5		0.0117898565

		419		0.0121911718

		418.5		0.0126018375

		418		0.0125910183

		417.5		0.0130219618

		417		0.0134188905

		416.5		0.0137568079

		416		0.0139800236

		415.5		0.0145698553

		415		0.0148174865

		414.5		0.0153754689

		414		0.0157018434

		413.5		0.0161379278

		413		0.0168430582

		412.5		0.0172251016

		412		0.0180600546

		411.5		0.0186334346

		411		0.0191004425

		410.5		0.0198632423

		410		0.0203480963

		409.5		0.0213187486

		409		0.0218971595

		408.5		0.0227261502

		408		0.0237666611

		407.5		0.0247068778

		407		0.0253986269

		406.5		0.0261791497

		406		0.0273318663

		405.5		0.0281149633

		405		0.0293875765

		404.5		0.0304063186

		404		0.0315494761

		403.5		0.0326222815
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		UV-Spektrum						Anregungsspektrum

		4-Keton 500-UV

		Wavelength (nm)		Abs				Wellenl

		500		0.008363368				Wellenlänge		50 µM

		499.5		0.0085478425				250.66		232

		499		0.0084971823				255.65		280

		498.5		0.008511411				260.634		317

		498		0.0086436076				265.612		355

		497.5		0.008771644				270.695		411

		497		0.0086208982				275.661		553

		496.5		0.0086750053				280.622		1019

		496		0.0088993488				285.687		2496

		495.5		0.0088460324				290.635		5403

		495		0.0088811973				295.579		9343

		494.5		0.0090043358				300.626		13045

		494		0.0089913066				305.667		15591

		493.5		0.0089647481				310.593		16504

		493		0.0090876985				315.622		16256

		492.5		0.0093198977				320.645		15424

		492		0.0092006363				325.662		14726

		491.5		0.0093369568				330.673		14141

		491		0.0093113557				335.678		13877

		490.5		0.0093438867				340.677		13589

		490		0.0094081098				345.67		13160

		489.5		0.0094702514				350.657		12366
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