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Bei der Beschiftigung mit Chemilumineszenz- und Biolumineszenzvorgiingen driingt sich
unweigerlich der Gedanke an die viergliedrigen cyclischen Peroxide - 1,2-Dioxetane und a-
Peroxylactone (1,2-Dioxetanone) - auf. Wihrend Chemilumineszenz und Biolumineszenz
jedoch traditionelle Gebiete wissenschaftlicher Betitigung sind, befat man sich mit derar-
tigen isolierbaren und charakterisierten hochenergetischen Molekiilen erst seit etwa einem
Jahrzehnt. Diese faszinierenden Verbindungen erzeugen in der Tat wihrend ihres thermi-
schen Zerfalls elektronisch angeregte Produkte, die sich durch Lichtemission zu erkennen
geben. Wichtiger ist noch, dafl solche Umwandlungen bei enzymkatalysierten Lumineszenz-
und Dunkelprozessen beteiligt sind. In diesem Fortschrittsbericht sollen die neuesten Ent-
wicklungen zusammengestellt werden. Dabei erheben wir keinen Anspruch auf Vollstindig-
keit, sondern konzentrieren uns auf jene Aspekte, die weitere Aktivititen erfordern.

1. Synthese

Das erste stabile 1,2-Dioxetan, das Trimethylderivat 1,
wurde 1969 durch die Kopecky-Reaktionsfolge [Reaktion
(a)] hergestellt und isoliert!"), wihrend das erste a-Peroxy-
lacton (1,2-Dioxetanon), das tert-Butylderivat 2, 1972 er-
halten wurde [Reaktion (b)]’?. Seitdem sind weit iiber 100
Dioxetane 3 und ungefihr ein Dutzend a-Peroxylactone 4
isoliert und charakterisiert worden.
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AuBer den inzwischen klassischen Synthesewegen (a)
und (b) hat sich die Photooxygenierung als recht allgemein
anwendbar erwiesen. Sofern En-Reaktionen und Diels-Al-
der-Additionen nicht stéren, bietet die photosensibilisierte
Oxidation von Olefinen und Ketenen mit Singulettsauer-
stoff [Reaktion (c)] einen brauchbaren und einfachen Zu-
gang zu den viergliedrigen cyclischen Peroxiden 3 bzw.
4", Als Substituenten sind z. B. Alkyl-, Aryl-, Alkoxy-, Ar-
yloxy-, Dialkylamino- und neuerdings sogar Thioalkyl-
und Thioarylgruppen**), die zu den ersten schwefelsubsti-
tuierten 1,2-Dioxetanen § bzw. 6 fiihren, geeignet. Bei §
und 6 wurde der Dioxetanring durch die Spiroadamantan-
Substitution ausreichend stabilisiert, um eine spektrosko-
pische Charakterisierung dieser Spezies bei —60 °C zu er-
moglichen.
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Die Vorteile der Photooxygenierung [Reaktion (c)] ge-
geniiber der klassischen Kopecky-Methode [Reaktion (a)]
sind die gewthnlich héheren Ausbeuten, die milden Be-
dingungen und die tiefen Reaktionstemperaturen. Vor al-
len Dingen jedoch lassen sich bei Verwendung von Sensi-
bilisatoren (Tetraphenylporphyrin, polymergebundenes
Bengalrosa usw.) und deuterierter Losungsmittel (Chloro-
form, Dichlormethan, Aceton usw.) auch sehr instabile Di-
oxetane und a-Peroxylactone durch 'H- oder *C-NMR-
Spektroskopie nachweisen, ohne dal sie isoliert werden
miifiten.

Weniger allgemein anwendbar sind z.B. Peroxymercu-
rierung'®, Peroxyhalogenierung!”), silicagelkatalysierte Um-
lagerung von Endoperoxiden®™, elektrochemische Oxyge-
nierung® und Ozonolyse von Vinylsilanen''”. Eine vielver-
sprechende Synthesemethode, die zu hydroxymethylsub-
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stituierten Dioxetanen 12 fiihr, ist die basekatalysierte
Ringdffnung von a-Hydroperoxyepoxiden!''.
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Mit den Dioxetanen 7, 8, 11 und 12 kénnten aufgrund
der funktionellen Gruppen Derivate biologischer Mole-
kiille (Zucker, Steroide, Fettstiuren, Proteine, Pyrimidine,
Purine usw.) hergestellt werden, die interessante Substrate
fiir biologische Untersuchungen sein soliten.

Damit ist das Repertoire der Synthesemethoden fiir 1,2-
Dioxetane und a-Peroxylactone umrissen. Die Ausbeuten
sind gering, und der Anwendungsbereich der Methoden ist
begrenzt - typisch fiir die Herstellung von viergliedrigen
Ringen. Hinzu kommt die Labilitit dieser hochenergeti-
schen Verbindungen gegeniiber Wirme und Licht, Sauren
und Basen sowie Nucleophilen und Elektrophilen. Am
schlimmsten wirken Ubergangsmetallionen, die schon in
Spuren Zersetzung hervorrufen.
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Folglich ist von den Syntheseexperten noch immer Pio-
nierarbeit zu leisten, um diese duBerst ungiinstige Situation
zu verbessern, besonders wenn biologisch relevante vier-
gliedrige cyclische Peroxide erzeugt werden sollen. Doch
auch einfache Spezies fiir mechanistische Untersuchungen,
z.B. unsubstituiertes Dioxetan 13, bilden eine beachtliche
Herausforderung. Das intermediire Auftreten von 13 wird
durch die Formaldehyd-Chemilumineszenz bei der Photo-
oxygenierung von Ethylen in der Gasphase nahegelegt!?.
Versuche, isolierbare Mengen durch Tieftemperatur-Pho-
tooxygenierung von geléstem Ethylen in Trichlorfluorme-

526

than herzustellen, sind fehlgeschlagen. Nicht einmal Spu-
ren von Peroxiden waren nachzuweisen. Jedoch konnten
wir kiirzlich nach der klassischen Kopecky-Methode mg-
Ausbeuten von Dioxetan 13 herstellen und isolieren. Die
beobachtete Chemilumineszenz bei thermischer Zerset-
zung und die charakteristische NMR-Resonanz untermau-
ern diesen Erfolg!".

2. Charakterisierung

Die herausragende Eigenschaft viergliedriger cyclischer
Peroxide ist ihre Fahigkeit, wihrend des Zerfalls Licht zu
emittieren [Reaktion (d)]. In der Chemie ist dies als Chemi-
lumineszenz, in der Biologie als Biolumineszenz bekannt.
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Eines der am besten untersuchten und mechanistisch am
vollstindigsten aufgeklirten Beispiele ist die Biolumines-
zenz der Leuchtkifer [Reaktion (e)], bei der Luciferin mit
dem Enzym Luciferase und ATP iiber das a-Peroxylacton
14 in das entsprechende Keton (,,Oxyluciferin*), CO, und
Licht umgewandelt wird"“. Obwohl alle Dioxetane und a-
Peroxylactone beim Zerfall Licht emittieren, wenn auch
hiufig nur schwach, ist der UmkehrschluB, dafl diese Spe-
zies bei allen chemischen oder biologischen Autoxidatio-
nen beteiligt sind, die unter Lichtemission ablaufen, kei-
nesfalls richtig. Wihrend bei chemischen Reaktionen zu-
mindest prinzipiell die Moglichkeit besteht, die erwarteten
Dioxetane und a-Peroxylactone zu isolieren oder auf un-
abhingigem Wege herzustellen, ist die Beweisfiihrung bei
biologischen Reaktionen indirekt und umstindlich. Soweit
wir wissen, ist noch kein natiirliches Dioxetan oder o-Per-
oxylacton isoliert oder unabhingig hergestellt worden.
Fraglos steht hier anspruchsvolle, aber auch lohnende Ar-

beit bevor.
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Welche Kriterien auBler dem der Lichtemission [Reak-
tion (d)] kénnen nun fiir die endgiiltige Charakterisierung
angewendet werden, wenn es gelingt, natiirliche vierglied-
rige cyclische Peroxide herzustellen und zu isolieren? An-
gesichts der zahlreichen bekannten Daten!** ist die spek-
troskopische Identifizierung einfach und verldBlich. Die
Carbonylfrequenz bei 1870 cm ~! ist charakteristisch fiir a-
Peroxylactone, bei Dioxetanen ist gewdhnlich die NMR-
Spektroskopie brauchbar. Ringprotonen haben im allge-
meinen chemische Verschiebungen von §=4.5 bis 5.5,
Ring-C-Atome von 6 =80 bis 110.
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Zur chemischen Identifizierung sind mehrere Kriterien
geeignet. Neben der Lichtemission miissen bei der Ther-
molyse selbstverstindlich die erwarteten Carbonylfrag-
mente als Produkte auftreten. Die Dioxetane lassen sich
mit LiAlH, zu 1,2-Diolen reduzieren und mit Phosphanen
zu Epoxiden desoxygenieren [Reaktion (f)]. Um die Cha-
rakterisierung zu erleichtern, miissen noch andere verlaBli-
che und allgemein anwendbare chemische Umwandlungen
entwickelt werden.
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Bei weitem die zuverlidssigste Methode ist die Rontgen-
Strukturanalyse, die wichtige Strukturparameter liefert,
z.B. Bindungslingen und Bindungswinkel. Ihre allgemeine
Anwendbarkeit ist jedoch begrenzt. Einerseits muBl das
Dioxetan kristallin sein und gute Reflektoreigenschaften
haben, andererseits miissen die Kristalle Réntgenbestrah-
lung iiberdauern, was Probleme aufwirft, da Dioxetane
empfindlich gegeniiber Strahleneinwirkungen sind. Trotz
dieser Einschriankungen sind in dieser Richtung beachtli-
che Fortschritte erzielt worden. Die ersten Rontgen-Struk-
turanalysen gelangen bei den ,superstabilen* Dioxetanen
10U und 15"7, die aus 2,2’-Biadamantanyliden bzw. ei-
nem sterisch gehinderten Cyclobutadien erhalten worden
waren (Tabelle 1). Neuerdings haben wir die Reihe der Di-
oxetane um die Verbindungen 16 bis 21 und sogar um das
Bisdioxetan 22!'8! erweitert. Bei 22 ist interessant, daB die
beiden Dioxetanringe anti zueinander angeordnet und be-
trichtlich verdrillt sind, der Dioxanring jedoch fast planar
ist. Dies iiberrascht besonders angesichts der Dioxetane 17
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bis 19, bei welchen das Gegenteil der Fall ist: Der Dioxe-
tanring ist im wesentlichen planar, der Dihydrodioxinring
hat Bootform. Die stirkste Verdrillung wird bei 10 beob-
achtet; sie wird groBtenteils durch sterische Wechselwir-
kungen der Adamantangruppen hervorgerufen (siche Ab-
schnitt 4). In 15 ist der Dioxetanring wegen des anellierten
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Tabelle 1. Bindungsldngen [pm] im Dioxetanring, Verdrillungswinkel [°] des
Dioxetanrings sowie Zerfallskonstanten (s ~'] der anellierten Dioxetane 17-
19 [a].

Diox- Bindungen X 10° k
ctan a b [4 d

10 148 147.5 155 213

15 149 149 155 0

16 147 148 148 151 11.7

17 155 144 161 0.8 1.00+0.5
18 158 144 158 0 8.30+0.5
19 149 149 150.5 0 6.00+2.0
20 144 148 151 15.3

21 150.5 148 155 143 9.6

22 150 144 155.5 16.3

[a] 10% k (370.2 K), bestimmt durch Chemilumineszenzmessungen unter iso-
thermen Bedingungen [18b].

Cyclobutenrings planar. In Zukunft wird man sicherlich
versuchen, weitere Strukturdaten zu ermitteln, besonders
da die wenigen hier vorgesteliten Beispiele nicht a priori
Vorhersagen iiber den Verdrillungsgrad des Dioxetanrings
ermdglichen. - Rontgen-Strukturanalysen von a-Peroxy-
lactonen konnten bisher aus Mangel an brauchbaren Kri-
stallen nicht durchgefiihrt werden.

3. Anregungsausbeute

Wir haben gesehen, daB eine charakteristische Eigen-
schaft viergliedriger cyclischer Peroxide ihre Fihigkeit ist,
elektronisch angeregte Carbonylprodukte zu erzeugen,
z.B. Aldehyde, Ketone, Ester, Carbons3uren und Anhydri-
de. In diesem Sinne betrachten wir diese ,hochenergeti-
schen* Molekiile als Aquivalente angeregter Zustinde, da
sie als chemische oder sogar biologische Vorstufen ange-
regter Zustinde dienen. So erhaltene chemisch angeregte
Zustinde haben die gleichen photophysikalischen und
photochemischen Eigenschaften wie ihre durch Lichtan-
regung erzeugten Aquivalente. So zeigen sie von den be-
kannten photophysikalischen Phéinomenen direkte Chemi-
lumineszenz (DC) in Form von Fluoreszenz (Singulettzu-
stinde) und Phosphoreszenz (Triplettzustinde) oder Ener-
gietransfer-Chemilumineszenz (ETC) mit einem entspre-
chenden lumineszierenden Photoacceptor, d.h. einem Lu-
minophor, der anschlieBend entweder fluoresziert oder
phosphoresziert (Schema 1). Hierbei ist es unwesentlich,
ob das viergliedrige cyclische Peroxid chemischen oder
biologischen Ursprungs ist (auBer daB die Emissionen ge-
gebenenfalls als Biolumineszenz bezeichnet werden). Das
chemisch angeregte Carbonylprodukt kann direkt photo-
chemische Umwandlungen wie Umlagerungen, Isomerisie-
rungen, Fragmentierungen oder Cycloadditionen einge-
hen. Es sensibilisiert solche photochemischen Umwand-
lungen aber auch durch Energietransfer auf einen entspre-
chenden photoaktiven Acceptor (Schema 1).

Eines der zentralen analytischen Probleme betrifft die
Bestimmung der Anregungsparameter. Dazu z#hlt die Aus-
beute an singulett- (¢°) und triplettangeregten Zustinden
(¢™) beim Zerfall von 1,2-Dioxetanen oder a-Peroxylacto-
nen. Insbesondere wiite man aus mechanistischen Griin-
den gerne die Gesamtausbeute der chemischen Anregung
(¢ +¢°) und die Effizienz der Spinselektivitit (¢7/¢%). Zu
diesem Zweck kann man entweder die Lichtausbeute der
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photophysikalischen Prozesse oder die chemische Aus-
beute der photochemischen Reaktionen bestimmen
(Schema 1). Diese Methoden wurden im Detail beschrie-
ben''”), so daB hier nur die wichtigsten Eigenschaften und
Probleme, besonders bei enzymatisch erzeugten angereg-
ten Zustinden, betrachtet werden sollen.

3.1. Lumineszenz-Untersuchungen

Fir die Lumineszenz-Techniken, bei dénen die Licht-
ausbeute experimentell bestimmt wird, sind die mathema-
tischen Schliisselbeziehungen fiir die direkte (DC) und die
Energietransfer-Chemilumineszenz (ETC) in den Glei-
chungen (g) bzw. (h) angegeben. Im Falle der DC ist die
.wesentliche Voraussetzung, daB das angeregte Carbonyl-

Opc=0exc"PLUM ®
¢Dc = ¢exc'¢b‘r'¢LUM (h)

¢pc = Ausbeute der direkten Chemilumineszenz; ¢erc = Ausbeute der Ener-
gietransfer-Chemilumineszenz; @...= Ausbeute der chemischen Anregung
(¢ filr Singulett und ¢ filr Triptett); ¢ um = Lumineszenzausbeute des ange-
regten Carbonylprodukts oder des Luminophors; Fluoreszenz-Ausbeute (¢n)
filr Singulett und Phosphoreszenz-Ausbeute (¢,v) fiir Triplett; ger = Effizienz
des Energietransfers von angeregtem Carbonylprodukt auf den Lumino-
phor

produkt bekannt ist. Dies ist fiir unsymmetrisch substitu-
ierte Dioxetane, bei welchen nur eins der beiden mogli-
chen Carbonylprodukte oder beide angeregt werden kdn-
nen [Reaktion (i)], nicht trivial, besonders bei biologischen

O % O—O ¢ 3
B T T

Reaktionen, bei denen das Dioxetan als kurzlebige Zwi-
schenstufe postuliert wird. Kennt man jedoch das che-
misch angeregte Carbonylprodukt und ist seine Lumines-
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zenzausbeute bekannt oder meBbar, dann braucht zur Be-
stimmung von ¢.,. nur ¢pc mit den iiblichen photometri-
schen Methoden gemessen werden!"), Da die beobachtete
Emission unter Normalbedingungen gewdhnliche Fluores-
zenz ist, hat man direkten Zugang zur Singulett-Quanten-
ausbeute (¢5). Die Triplett-Quantenausbeute (¢7) kann nur
unter besonderen Bedingungen durch direkte Phosphores-
zenz gemessen werden. Die Ausbeute an Triplett-Aceton
aus Tetramethyl-1,2-dioxetan 23 wurde z. B. unter Sauer-
stoffausschluB bestimmt®?. Die Triplett-Ausbeute an Me-
thylglyoxal aus dem Dioxetan 24" konnte direkt gemes-
sen werden, da solche a-Dicarbonylverbindungen phos-
phoreszieren. Bezeichnenderweise wurde die direkte Emis-
sion bei der enzymatischen Autoxidation von Isobutyral-
dehyd durch Meerrettich-Peroxidase (HRP) in Gegenwart
eines Chelatbildners (EDTA, Pyrophosphat) als die von
Triplett-Aceton identifiziert, dem Zerfallsprodukt des hy-
pothetischen, intermediiren Dioxetans 25%2. Wird das
Enzym HRP jedoch durch Himin ersetzt, findet die Aut-
oxidation von Isobutyraldehyd zu Triplett-Aceton zwar wei-
terhin statt, doch kann die Phosphoreszenz nicht mehr di-
rekt beobachtet werden™. Folglich wurde argumentiert,
daB bei der HRP-katalysierten Autoxidation das Triplett-

Me (”)H H OMe
Mej—(l) Me—C—1-0 HO—-0 HO0
Me—0 Me—+O Me—+40O Me—C—0O

Me Me Me & Me

23 24 25 26

Aceton vom Enzym gegen Loschen durch Sauerstoff ge-
schiitzt wurde, bei der himinkatalysierten Autoxidation je-
doch nicht. Zwischen diesen Extremen liegt die HRP-kata-
lysierte Autoxidation von Methyl-2-methylacetoacetat,
welches Triplett-Biacetyl - wahrscheinlich iiber das Diox-
etan 26 - bildet, was durch die direkt auftretende Phospho-
reszenz bestitigt wird®", Hier ist das Triplett-Biacetyl
ebenfalls nicht gegen Loschen durch Sauerstoff geschiitzt;
da es aber im Vergleich zu Triplett-Aceton in Losung recht
wirkungsvoll phosphoresziert, kann seine Phosphoreszenz
nach weitgehendem Sauerstoffverbrauch unmittelbar be-
obachtet werden. Diese ungewdShnlichen Ergebnisse sind
von grofer biologischer Bedeutung.

Im allgemeinen kann man sagen, da die Beobachtung
der direkten Chemilumineszenz des Produkts (DC) eine
bequeme, aber nur beschrinkt anwendbare Methode ist.
Die schwerwiegendsten Nachteile sind, daB selten Triplett-
ausbeuten bestimmt werden kdnnen, daB das angeregte
Produkt bekannt sein muB und daB die Fluoreszenz- und
Phosphoreszenzausbeuten grofl genug sein miissen, um
quantitative Bestimmungen zu ermdglichen!'),

Die Energietransfer-Chemilumineszenz (ETC) wird in-
zwischen am hiufigsten zur Bestimmung von Anregungs-
ausbeuten verwendet. Sie wurde zuerst von der russischen
Schule® zur Beobachtung der angeregten Carbonylpro-
dukte entwickelt, welche die Chemilumineszenz bei der
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Autoxidation von Kohlenwasserstoffen bewirken. Bei rich-
tiger Wahl des Luminophors, auf den die Anregungsener-
gie der chemisch angeregten Carbonylprodukte tibertragen
wird, konnen die Singulett- (¢5) und Triplett-Ausbeuten
(¢") photometrisch erhalten werden'!,

Zur Bestimmung von Singulett-Anregungsausbeuten
verwendet man hiufig 9,10-Diphenylanthracen (DPA) als
Luminophor. Seine Fluoreszenz wird durch Singulett-Sin-
gulett-Energietransfer von chemisch angeregtem Carbonyl-
produkt sensibilisiert. In der Praxis miBt man die DPA-
Lichtausbeute (¢ Pf2) bei unendlichen DPA-Konzentratio-
nen unter Stern-Volmer-Bedingungen (¢EF*=1.00). Bei
bekannter Fluoreszenz-Quantenausbeute von DPA kann
die Singulett-Quantenausbeute (¢5) nach Gl. (h) berechnet
werden!'?,

Ph s Ph *

W oo -0y 8,

Ph Ph
DPA l
DPA + hv

Zur Bestimmung von Triplett-Anregungsausbeuten hat
9,10-Dibromanthracen (DBA) weite Verbreitung gefunden.
Durch Spin-Bahn-Kopplung katalysieren die Brom-
atome den spinverbotenen Triplett-Singulett-Energietrans-
fer von chemisch angeregten Triplett-Carbonylverbindun-
gen auf DBA, wodurch dessen Fluoreszenz sensibilisiert
wird. Hierbei bestimmt man die DBA-Lichtausbeute
(¢28%) bei unendlichen DBA-Konzentrationen unter
Stern-Volmer-Bedingungen (¢ 284 =0.25), und da man die
Fluoreszenz-Quantenausbeute von DBA kennt, erhilt man
nach Gl. (h) die Triplett-Quantenausbeute (¢™)!"*.

Br § Br *

L] - QCO0— IO 1,

Br Br
DBA 1
DBA + by

Die Vorziige dieser Lumineszenztechniken kdnnen nicht
genug betont werden. Sie sind einfach in der Durchfiih-
rung, die Empfindlichkeit ist lediglich durch die Qualitit
der photometrischen Ausriistung begrenzt, und, was am
wichtigsten ist, die genaue Natur der chemisch angeregten
Zustinde, die am Energietransfer beteiligt sind, muB nicht
bekannt sein. Es sollte daher nicht iiberraschen, daB solche
Methoden hiufig angewendet werden, um Anregungsaus-
beuten, besonders bei biologischen Systemen, zu bestim-
men*],

Zu diesem Zweck wurden wasserldsliche Luminophore
entwickelt, z.B. Natrium-2-anthracensulfonat (AS) und
Natrium-9,10-dibrom-2-anthracensulfonat (DBAS). Mit
ihnen lieB sich bei der HRP-katalysierten Autoxidation
von Isobutyraldehyd die Bildung von Triplett-Aceton da-
durch nachweisen, daB die Fluoreszenz von DBAS, nicht
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jedoch die von AS sensibilisiert wurde®?. AuBerdem lieB
sich die Fluoreszenz von Xanthenfarbstoffen 287% und
Flavinen 29" durch Triplett-Aceton - erzeugt durch
HRP-katalysierte Autoxidation von Isobutyraldehyd -
wirksam stimulieren (28a: Fluorescein; 28b: Eosin; 28c¢:
Bengalrosa).

Ahnlich konnten die Luminophore 28 und 29 durch
HRP-katalysierte Autoxidation geradkettiger Aldehyde
sensibilisiert werden. An diesem Vorgang sind vermutlich
Triplett-Aldehyde beteiligt, die aus Dioxetanol-Zwischen-
stufen wie 25 entstehen®”. Jedoch konnte weder mit Xan-
thenfarbstoffen noch mit Flavinen triplettangeregter 3-In-
dolcarbaldehyd nachgewiesen werden, der bei der HRP-
katalysierten Autoxidation von 3-Indolessigséure iiber das
postulierte a-Peroxylacton 27 erzeugt wird®", Bei Experi-
menten in Gegenwart von micellar geléstem Chlorophyll
fluoreszierten diese Luminophore aber stark. Dies weist
darauf hin, daB elektronisch angeregter 3-Indolcarbalde-
hyd beteiligt war®?, Sowohl kationische (CTAB) und anio-
nische (SDS) als auch neutrale (Brij-35 und Triton X-100)
micellare Losungen von Chlorophyll zeigten hervorra-
gende Ergebnisse.

Somit steht ein vielversprechendes neues Nachweissy-
stem fir die Suche nach Triplett-Carbonylverbindungen
zur Verfiigung, die durch peroxidasekatalysierte Autoxida-
tion geeigneter Substrate erzeugt werden, sofern chemisch
induzierte Elektronenaustausch-Lumineszenz (CIEEL)
ausgeschlossen werden kann. Zum Beispiel war es bei Ver-
wendung micellarer Chlorophyll-Lésungen moglich, Tri-
plett-Carbonylprodukte bei der HRP-katalysierten Autoxi-
dation von Phenylacetaldehyd 302% Ethyl-2-formyl-2-
phenylethylacetat 31°*! und Isonicotinsdurehydrazid 320
nachzuweisen.

't 't = 7
QCHZ—C—H @-c‘u—c—om N\\/:,>-C—Nm~m2

/C=
H

30 31 32

Sogar komplexe biologische Molekiile kénnen als Lumi-
nophore zum Nachweis enzymatisch erzeugter Triplett-
Carbonylprodukte dienen. So lieB sich bei der HRP-kata-
lysierten Autoxidation von 3-Indolessigsdure in Gegenwart
von tRNAF" die Emission des 4-Thiouridinteils 33 sensi-
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bilisieren®. In einem Kontrollexperiment wurde gezeigt,
daB ,lichtangeregter* 3-Indolcarbaldehyd die gleiche
Emission hervorruft. Wird tRNAP" durch Hefe-tRNA er-
setzt, der die Thiouridingruppe fehlt, kann keine Sensibili-
sierung beobachtet werden. Neuerdings wurde festgestellt,
daB Triplett-Aceton, geradkettige Triplett-Carbaldehyde
und Triplett-3-Indolcarbaldehyd - alle durch HRP-kataly-
sierte Autoxidation erzeugt - bei intakten Chloroplasten
Emission im Roten hervorrufen®”. Alle anderen Prozesse
auBer dem Energietransfer konnten ausgeschlossen wer-
den.

Nachdem die Vorteile der Energietransfer-Chemilumi-
neszenz (ETC) fiir den Nachweis und die quantitative Be-
stimmung chemisch oder biologisch erzeugter angeregter
Zustinde dargelegt wurden, soll auch auf die Einschréin-
kungen hingewiesen werden. Offensichtlich muB die Anre-
gungsenergie des Luminophors niedrig genug sein, damit
der Energietransfer exotherm und somit effektiv ist. Fiir
einfache Carbonyl-Anregungszustinde wie die von Ace-
ton, Benzaldehyd und Methylbenzoat ist die Wahl des ge-
eigneten Luminophors nicht schwer, weil diese alle relativ
hohe Anregungsenergien haben. Sogar DPA, DBA, AS
und DBAS kénnen verwendet werden, obwohl ihre Singu-
lett-Anregungsenergien bis zu 70 kcal/mol betragen. Fiir
stark konjugierte Carbonylverbindungen jedoch, deren
Singulett-Anregungsenergien unter 50 kcal/mol und deren
Triplett-Anregungsenergien unter 30 kcal/mol liegen, ist
die Wahl eines Luminophors problematisch. Werden Lu-
minophore mit geniigend niedriger Anregungsenergie be-
nutzt, z. B. Porphyrine oder Rubren, lduft man Gefahr,
Elektronen-Austauschlumineszenz (CIEEL) hervorzuru-
fen®®, Adiquate Losungen fiir solche analytischen Pro-
bleme stehen bisher noch aus.

3.2. Chemische Titrationen

Wie schon in Schema 1 dargelegt, geht bei dieser Art
von Nachweissystem der chemisch erzeugte angeregte Zu-
stand entweder direkt oder unter Energietransfer eine be-
kannte photochemische Umwandlung ein. Die fiir die Be-
stimmung der Anregungsausbeuten notwendigen mathe-
matischen Beziehungen sind in Gl. (j) und (k) angegeben.

¢Chem = ¢=xc * ¢Pholo (.')
Ochem =@Pexc PeT PPhoto (k)

@Pchem = Ausbeute an chemisch erzeugtem Photoprodukt (direkte oder sensi-
bilisierte Reaktion); @, = Ausb der chemischen Anregung (¢° filr Singu-
lett und @7 fiir Triplett); Ppnoio = Ausbeute der Photoreaktion; ¢gr = Effizienz
des Energietransfers

In der Praxis muBl die chemische Ausbeute (¢chem) an
Photoprodukt spektroskopisch oder chromatographisch
bestimmt werden. Die photochemische Ausbeute (@ppoo)

530

ist dabei gewohnlich bekannt oder kann durch die {ibli-
chen photomechanistischen Techniken fir die photoche-
mische Umwandlung bestimmt werden. Bei einer sensibi-
lisierten photochemischen Reaktion wird die Effizienz
der Energieiibertragung bei unendlichen Konzentratio-
nen an Photoacceptor unter Stern-Volmer-Bedingungen
(¢er=1.0) bestimmt. Somit liegen alle experimentellen Da-
ten vor, um ¢.,. nach Gl. (j) oder (k) zu berechnen. Ist die
direkte oder sensibilisierte photochemische Umwandlung
singulettspezifisch, erhdlt man Singulett-Ausbeuten (¢°),
ist sie triplettspezifisch, Triplett-Ausbeuten (¢7). Solche
photochemischen Bestimmungen von Anregungsausbeuten
werden allgemein als ,,chemische Titration* chemisch er-
zeugter Anregungszustande bezeichnet.

5 o * H CN
Lot ey —m “
Me” “Me H CN €
(1)
T o * H CN 10 H CN
5 LD GRS SRR
Me Me H CN Me Me CN” ~H

Reaktion (1) zeigt das mittlerweile klassische Beispiel ei-
ner chemischen Titration durch Energietransfer. Danach
bildet singulett- bzw. triplettangeregtes Aceton mit Maleo-
nitril das Oxetan 34 bzw. Fumaronitril®®, So kénnen ¢°
und ¢7 in einem einzigen Experiment nach Gl. (k) durch
quantitative Bestimmung der chemischen Ausbeuten die-
ser Photoprodukte erhalten werden.

p
S -
«— —_— |
-N,
36 35 37

Ein neues, spinspezifisches System zur chemischen Tit-
ration chemisch erzeugter singulett- und triplettangeregter
Carbonylprodukte ist die tetracyclische Azoverbindung
35, die bei Singulettsensibilisierung den tetracyclischen
Kohlenwasserstoff 36 und bei Triplettsensibilisierung das
Aziridin 37 bildet™). Zahlreiche weitere Beispiele solcher
sensibilisierten und direkten chemischen Titrationen che-
misch erzeugter angeregter Carbonylprodukte wurden be-
reits zusammengestellt!'®),

Hauptvorteil solcher chemischer Titrationen ist, daB
keine spezielle photometrische Ausriistung bendtigt wird,
um Lichtausbeuten zu ermitteln. Stattdessen wird die che-
mische Ausbeute des Photoprodukts durch spektroskopi-
sche und chromatographische Standardtechniken be-
stimmt. Aullerdem steht eine Vielzahl photochemischer
Umwandlungen zur Verfiigung. Wiederum ist die sensibili-
sierte chemische Titration brauchbarer als die direkte, da
bei ersterer die genaue Natur des chemisch erzeugten an-
geregten Zustands nicht bekannt sein muB. AuBerdem
muB bei der direkten chemischen Titration jedesmal ein
spezifisches Dioxetan oder a-Peroxylacton als Anregungs-
dquivalent synthetisiert werden. Bei der sensibilisierten
chemischen Titration jedoch braucht nur ein geeigneter
Photoacceptor gefunden zu werden. Damit die Energie-
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dbertragung effizient ist, muB seine Anregungsenergie na-
titrlich unter der des chemisch erzeugten Zustands liegen.

Es ist daher nicht iiberraschend, daB solche sensibilisier-
ten chemischen Titrationen fiir den Nachweis enzymatisch
erzeugter angeregter Zustinde genutzt wurden. Zum Bei-
spiel lieBen sich die 7% Isopropylalkohol, die bei der
HRP-katalysierten Autoxidation von Isobutyraldehyd in
Ethanol gefunden wurden, auf die Reduktion von interme-
didr gebildetem Triplett-Aceton durch Ethanol zurtickfith-
renl22d),

O
il
S
OO, QL0
1\|I Cl l Cl
CH, CH,

Mittlerweile wurde eine Anzahl solcher ,,dunkler photo-
biologischer* Umwandlungen beschrieben®”,  Bei-
spielsweise ergibt die HRP-katalysierte Autoxidation von
Isobutyraldehyd in Gegenwart von Chloropromazin 38
das Sulfoxid 39 und das Radikalkation von 38", Es ist
bekannt, daB Chloropromazin triplettsensibilisiert photo-
oxidiert wird"*?, wobei eine Triplett-Triplett-Energieiiber-
tragung durch enzymatisch erzeugtes Triplett-Aceton statt-
findet. DBAS hemmt diese Reaktion, wahrscheinlich
durch Loschen des Triplett-Acetons. Nach quantitativen
Abschitzungen betriigt die Ausbeute an Triplett-Aceton
bei dieser peroxidasekatalysierten Autoxidation beinahe
100%. In gleicher Weise wird die gegenseitige Umwand-
lung der Phytochrome Pg und P durch enzymatisch er-
zeugtes Triplett-Aceton aus der HRP-katalysierten Autoxi-
dation von Isobutyraldehyd sensibilisiert*,

42

Eine der faszinierendsten Untersuchungen auf diesem
Gebiet befaBt sich mit der sensibilisierten Umwandlung
von Colchicin 40 in B- und y-Lumicolchicin 41 sowie a-
Lumicolchicin 42 durch das bei der HRP-katalysierten
Autoxidation von Isobutyraldehyd erzeugte Triplett-Ace-
ton**®. Die chemische Ausbeute (@chem) betrigt ungefdhr
7%. Besonders interessant ist, daB diese photochemische
Umwandlung bei Colchicum autumnale L. auch in nicht
dem Licht ausgesetzten Teilen stattfindet!*’], Es ist deshalb
denkbar, daB im lebenden Organismus triplettangeregte
Zustinde endogen erzeugt werden, welche die Colchicin-
Lumicolchicin-Umwandlung durch Energietransfer sensi-
bilisieren. Der Befund, daB a-Lumicolchicin 42, ein Pho-
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todimer von B-Lumicolchicin 41, unter biologischen Be-
dingungen im Dunkeln entsteht, 148t Schliisse auf die
durch endogen erzeugte angeregte Zustinde hervorgeru-
fene Thymindimerisierung zu. In diesem Zusammenhang
wurde kiirzlich durch HRP-katalysierte Autoxidation von
Isobutyraldehyd ein Photoaddukt aus Lysozym und Ribo-
flavin gewonnen®®. AuBerdem wurde die Bildung des Pa-
terno-Biichi-Addukts 43 aus enzymatisch erzeugtem Tri-
plett-3-Indolcarbaldehyd und der Uridingruppe der tRNA
nachgewiesen®". Aufgrund dieser chemischen Titration
wurde geschitzt, daB die Triplett-Anregungsausbeute (¢7)
von 3-Indolcarbaldehyd bei der HRP-katalysierten Autoxi-
dation von 3-Indolessigsdure ca. 20% erreicht.

o)
NH
1\/&0
| H
N
H

43

Offensichtlich ist die Technik der chemischen Titration
fiir den Nachweis und die quantitative Bestimmung von
enzymatisch erzeugten angeregten Zustinden, die vermut-
lich aus intermedidren 1,2-Dioxetanen und a-Peroxylacto-
nen entstehen, hervorragend brauchbar. Zusammen mit
den Lumineszenzmethoden verfiigt man damit Uber ein
breites Spektrum allgemein anwendbarer analytischer Me-
thoden. In Zukunft sollten die Aktivititen in diesem Neu-
land der Bioorganischen Chemie verstirkt werden.

4. Mechanistische Incognita

Um die thermische Stabilitit der Dioxetane und «-Per-
oxylactone und ihre Fahigkeit zur Erzeugung elektronisch
angeregter Zustinde erkldren zu kdnnen, ist ein griindli-
ches Verstindnis des Mechanismus des thermischen Zer-
falls notwendig. Es liberrascht daher kaum, daB man sich
seit der Entdeckung der Dioxetane und Dioxetanone in-
tensiv um die Ldsung dieses verbliiffenden mechanisti-
schen Problems bemiiht hat!’®. Zwei einander ausschlie-
Bende mechanistische Betrachtungsweisen haben das
letzte Jahrzehnt iiberdauert, jede durch iiberzeugende ex-
perimentelle Daten gestiitzt. Aufgrund von thermokineti-
schen Berechnungen®” wurde der diradikalische Mecha-

R, R B
er BN G )
|
S O ke E k.isc z
R R B Ov R R ot
TDR

krt\ RsC=0
R % (m)

Gn, 7*) \ (*n, 7*)
ko ph
R

% + hy

531



nismus {m) als beste Erkldrung fiir die thermische Stabili-
tat der Dioxetane vorgeschlagen. Weiterhin kann damit,
unter Voraussetzung der kinetischen Bedingungen ki, > ks
und kr>k;. (isc = intersystem crossing), der hohe Anteil
an Triplettanregung ("n,n*-Zustand) des Carbonylpro-
dukts erkldrt werden.

Neuere Befunde, die den diradikalischen Mechanis-
mus stiitzen, betreffen Hammett-Beziehungen von Substi-
tuenteneffekten und Zerfallsgeschwindigkeiten bei 3-
Aryl-3-methyl-1,2-dioxetanen 44“® und 2a,6a-Diarylper-
hydro[1,2]dioxeto[3,4-b][1,4ldioxinen 45" sowie den Ein-
fluB sterischer Effekte auf die Thermolysegeschwindigkei-
ten von 3,3-Dialkyl- und Trialkyl-1,2-dioxetanen®®®, Zur
Erklarung der ungewdhnlichen Stabilitdt von Tetraethyl-
1,2-dioxetan 46 ist der diradikalische Mechanismus jedoch
vollig unbrauchbar®®'.

CH, d Lo EtEt
Aryl—"—l ArylA'—-lLAryl' Et—-'—'—Et

0-0 O-0 0O-0

4 45 46

Abfangexperimente wiirden den besten Beweis fiir die
Beteiligung von diradikalischen Zwischenstufen wie 47 bei
der Thermolyse von 1,2-Dioxetanen liefern. Wenn sich
auch noch kein Diradikal abfangen lieB, so machte man
bei der Thermolyse des Derivats 48 doch die interessante
Beobachtung, dal Acetophenon und Propen gebildet wer-
den. Die Produkte sollen aus der diradikalischen Zwi-
schenstufe 49 entstehen!*?, welche iiber den Ubergangszu-
stand 49* zerfillt.

H
R R Phyopy . PhoN-mBu ¢ Phn-By
R4—R  nBuf—o nBu—(L——i HyGCEe

00

0-0 H'j® b0

HC.
H,C

47 48 49 49*

® @

Ebensowenig war es bisher mdglich, Dioxetan-Diradi-
kale spektroskopisch nachzuweisen. Zum Beispiel gelang
es nicht, durch Multiphotonen-Infrarot-Anregung von Te-
tramethyl-1,2-dioxetan in der Gasphase diradikalische
Zwischenstufen zu erfassen. Somit ist ihre Lebensdauer
kiirzer als 5 ns®*. DaB solche Diradikale, sollten sie tat-
sdchlich gebildet werden, extrem kurzlebig sein miissen
(Lebensdauer kiirzer als 10 ps), wird noch iiberzeugender
durch den Befund belegt, daB es sogar durch Picosekun-
den-Spektroskopie nicht méglich war, solche Spezies bei
der gepulsten 264nm-Photolyse von Tetramethyldioxetan
in Acetonitril nachzuweisen. Dabei wurde ein modenge-
koppelter Neodymphosphat-Laser verwendet>*,
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Beim anderen Mechanismus (n) werden die Sauerstoff-
Sauerstoff- und die Kohlenstoff-Kohlenstoff-Bindung
gleichzeitig getrennt, die Dioxetanzersetzung findet kon-
zertiert statt™, Durch die Verdrillung des viergliedrigen
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Rings ordnen sich die schraffiert gezeichneten Orbitale op-
timal zur Bildung eines n,n*-angeregten Zustandes des
Carbonylproduktes an. Die hohe Ausbeute an triplettange-
regtem Produkt kann durch verstirkte Spin-Bahn-Kopp-
lung wihrend des Verdrillungsvorgangs erklirt werden!®®.,

Neuere Anhaltspunkte, die fiir diesen Zerfallsmechanis-
mus sprechen, liefert die Reihe der Dioxetane 50-5207.

s o O
50 51 52

Die Aktivierungsparameter (Tabelle 2) zeigen, daB das
Dioxetan 51 mit anelliertem Sechsring thermisch viel labi-
ler als die Homologen 50 und 52 ist’®®. Die Abhingigkeit
der thermischen Stabilitit von der Ringgr68e kann kaum
mit dem diradikalischen Mechanismus (m) erklirt werden.

Tabelle 2. Aktivierungsparameter der bicyclischen 1,2-Dioxetane 50-52 {al.

Diox- AH* AS* AG* (333.2K) 10°k (333.2K)
etan [kcal/mol]  [cal mol~! K~'] [kcal/mol} Is=)
50 253 +1.6 248 3.8
' 51 219 —2.1 225 110
52 254 +1.9 24.8 40

{a] Bestimmt durch Chemilumineszenzmessungen unter isothermen Bedin-
gungen [58]).

Es wurde argumentiert’®, daB beim Dioxetan §1 der vier-
gliedrige Ring verdrillt und somit auf der Reaktionskoor-
dinate des konzertierten Mechanismus (n) schon in Rich-
tung auf die Zerfallsprodukte verschoben ist, wahrend bei
50 und 52 die viergliedrigen Ringe planar sein konnen
und folglich eine stirkere thermische Aktivierung erfor-
dern, um den verdriliten Ubergangszustand zu erreichen.
Dreiding-Modelle stiitzen diese Vorstellung.

Um diese Hypothese zu iiberpriifen, wurden die kristal-
linen Dioxetane 17-19 hergestellt und ihre Aktivierungs-
parameter und Kristallstrukturen bestimmt!'®’l Wie die
Strukturdaten zeigen (Tabelle 1), erzwingt die Dihydroben-
zodioxin-Anellierung in allen drei Dioxetanen ungliickli-
cherweise eine im Wesentlichen planare Struktur des vier-
gliedrigen Rings. Es ist daher nicht iiberraschend, daB die
Zerfallskonstanten annihernd gleich sind (Tabelle 1). Die
Synthese kristalliner Dioxetane mit fixierter verdrillter
oder planarer Geometrie, z. B. vom Typ 53 und 54, wire
somit ein lohnendes Ziel. 53 ist thermisch betrichtlich la-
biler als 54P°. Durch Réntgen-Strukturanalyse konnte
man dieses interessante mechanistische Problem mégli-

cherweise 16sen.
s O .

Offensichtlich gibt es also experimentelle Befunde so-
wobhl fiir als auch gegen den diradikalischen und den kon-
zertierten Mechanismus'’®. Um einen Ausweg aus dieser
mechanistischen Zwickmiihle zu finden, wurde kiirzlich
eine Reihe von Untersuchungen iiber thermische Stabilitit
und Anregungsparameter durchgefiihrt, z.B. an der voll-
stindigen Reihe der methylierten 1,2-Dioxetane 1, 13, 23
und 5§5-57 (Tabelle 3)""*. Dabei war beabsichtigt, den Sub-
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Tabelle 3. Aktivierungsparameter der methylsubstituierten 1,2-Dioxetane [a].

Diox- R! R? R? R* AH* AS*t AG* (343.2 K) 10* k (343.2 K)
etan [kcal/mol] [cal mol—" K] [kcal/mol] Is71
13 H H H H 19.1+1.7 -~3.0+1.0 199+1.9 150+ 10
55 Me H H H 215106 —1.41£05 219407 85%5
56 Me Me H H 22.5+02 —-1310.2 229+03 2613
57a Me H Me H 21606 -1.8+0.8 221107 35+3
57b Me H H Me 22.1+1.0 ~1.61+0.8 226+12 27+3
1 Me Me Me H 245115 —1.0+0.5 248+ 1.5 8.6+0.5
23 Me Me Me Me 249+0.6 —08+0.4 25.1+0.6 20+0.2

fa] Bestimmt durch Ch

stituenteneffekt einer bestimmten Alkylgruppe, in diesem
Fall der Methylgruppe, durch Messung der Aktivierungs-
parameter unter exakt gleichen Bedingungen in ein und
demselben Laboratorium zu untersuchen und dadurch die
groBe Divergenz solcher Resultate, wie sie aus einer neue-
ren Zusammenfassung!®” hervorgeht, zu vermeiden. Die
Zerfallskonstanten in Tabelle 3 zeigen einen starken Sub-
stituenteneffekt. So zerfillt z. B. unsubstituiertes Dioxetan
13 bei 343.2 K ungefdhr 75mal schneller als Tetramethyl-
dioxetan 23; die Anderung der Aktivierungsenthalpie
(AH*) betrigt pro Methylsubstituent ungefihr 1 kcal/mol.
Wihrend dieser signifikante Substituenteneffekt fiir den
konzertierten Mechanismus spricht, sagen thermokineti-
sche Berechnungen®”! unter Annahme eines diradikali-
schen Zerfalls ebenso eine gleichmiBige Zunahme der
thermischen Stabilitit von 1,2-Dioxetanen mit zunehmen-
der Methylsubstitution voraus.

Weiterhin sei erwiihnt, daB sich die Effizienz der chemi-
schen Anregung mit zunehmender Methylsubstitution er-
hsht. Diese Zunahme kommt hauptsichlich in der Tri-
plettausbeute zum Ausdruck und stimmt mit dem empiri-
schen Trend iiberein, daB die Triplettausbeute (¢T) mit der
Aktivierungsenergie zunimmt's",

O—0O O—‘O
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Noch zu erkliren wire die ungewd$hnliche thermische

Stabilitit des 1,2-Dioxetans 10 mit zwei Spiroadamantan-
Einheiten. Schon eine Spiroadamantan-Einheit stabilisiert
solche Dioxetane deutlich gegen Thermolyse!* 2. Bei 10
sind die vier dquatorialen Methylen-H-Atome der beiden
starren Adamantangruppen ineinander verzahnt!'®l, Als
Folge davon enthélt 10 einen der am stéirksten verdrillten
Dioxetanringe (Verdrillungswinkel ca. 21.3°). Die Verzah-
nung dieser H-Atome verhindert nun eine weitere Verdril-
lung des viergliedrigen Rings. Demnach scheint der diradi-
kalische Mechanismus plausibler als der konzertierte zu
sein. In diesem Zusammenhang wire es wichtig, das noch
unbekannte Spiro[adamantan-dioxetan] 58 zu untersu-

chen, bei dem eine solche Stabilisierung durch Verzahnung
nicht méglich ist.
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gen unter isothermen Bedingungen [13].

Es sollte klargeworden sein, daB selbst eine so einfache
Molekiileigenschaft wie die thermische Stabilitiit dieser
faszinierenden Dioxetane noch nicht befriedigend erklirt
werden kann. Welcher Mechanismus zutrifft, bleibt weiter-
hin offen. Theoretische Untersuchungen haben einige
Fortschritte gebracht. Die neuesten und anspruchsvollsten
Berechnungen'®® sprechen fiir den diradikalischen Mecha-
nismus. Unabhiéngig von der Genauigkeit der angewende-
ten quantenmechanischen Methode sagen jedoch alle so-
wohl fiir den konzertierten als auch fiir den diradikali-
schen Mechanismus einen verdrillten Ubergangszustand
voraus'®” - die Theoretiker haben somit reichlich Stoff
zum Nachdenken.

AuBer der thermischen Stabilitit dieser hochenergeti-
schen Verbindungen ist auch die Effizienz der Erzeugung
angeregter Zustinde in Abhingigkeit von der Struktur die-
ser Verbindungen noch nicht véllig zu verstehen. Nach ei-
ner neuen und provozierenden Hypothese wird beim Zer-
fall von 1,2-Dioxetanen als erste angeregte Spezies ein Ex-
ciplex aus den beiden Carbonylfragmenten gebildet™*®. In
der Tat wurde bei indolylsubstituierten Dioxetanen Exci-
plex-Emission beobachtet'*!. Durch solche Effekte kénn-
ten sich einige kaum verstindliche empirische Befunde!'”
bei den Anregungsparametern erkliren lassen. Offensicht-
lich liegt hier ein Betitigungsfeld auch fiir Molekiil-Spek-
troskopiker. Verbliffender noch ist die ungewdhnliche Fa-
higkeit der Dioxetane, bevorzugt triplettangeregte Carbo-
nylprodukte chemisch zu erzeugen. In diesem Zusammen-
hang interessiert das noch kaum verstandene Phinomen
des ,,crossings* von Energichyperflichen. Eine qualitative
Behandlung!®®! betont die Mdglichkeiten einer solchen Be-
trachtungsweise; weitere intensive Bemiihungen in dieser
Richtung scheinen geboten.

An biologischen Objekten sind mechanistische Untersu-
chungen iiber den Zerfall von viergliedrigen cyclischen
Peroxiden noch schwieriger, weil diese als Zwischenstufen
postulierten Substanzen zu labil fur die Isolierung sind.
Trotzdem wurde beim Mechanismus der Luciferin-Biolu-
mineszenz™, insbesondere dem des Leuchtkifer-Lucife-
rins [Reaktion (e)], ein wichtiger Fortschritt erzielt. Nach-
dem das Phinomen der chemisch induzierten Elektronen-
austausch-Lumineszenz (CIEEL) zwischen Peroxiden und
leicht oxidierbaren Fluoreszenzfarbstoffen (F1) einmal er-
kannt war®®®, bestitigten Modellstudien, daB der kataly-
sierte, lumineszente Zerfall von a-Peroxylactonen zu die-
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ser neuen Kategorie von Chemilumineszenz-Reaktionen
[Reaktion (0)]'*® gehdrt. Damit konnte die hohe Quanten-
ausbeute (ca. 90%) an singulettangeregten Zustéinden bei
der Luciferin-Biolumineszenz erklirt werden. Folglich ist

R o

R o
h y—
R + Fl— |B Fit
- sam Q 09
s
I‘>co2 (o)
R.@ R -
Y o+t — \: he Fl{\ Disen  Dunkel-
(o]

© .
o reaktionen

Fl1 + hv

dieser Fall [Reaktion (p)] eine intramolekulare Version des
Modellprozesses (0)”l. Wesentlich in diesem Zusammen-
hang ist die lange bekannte Tatsache®®, daB die effiziente
Erzeugung von singulettangeregten Zustinden die Pheno-
latform 14a des a-Peroxylactons 14 voraussetzt. Bei 14a
fungiert die Benzothiazolgruppe als Elektronendonor und

@ o
Nesssiiessary
14a l‘mz ®)
S o | O

die a-Peroxylactoneinheit als Elektronenacceptor; die in-
tramolekulare Decarboxylierung fiithrt mit hoher Ausbeute
zu elektronisch angeregtem Oxyluciferin. Eine neuere Mo-
dellstudie'®™ am Dioxetan 59 bietet in der Tat iiberzeu-
gende Argumente fiir diese Hypothese. Wihrend 59,
X =H, eine groBe Triplett-Anregungsausbeute lieferte, er-
gab das Phenolat 59, X = O°, hauptsichlich singulettange-
regtes Produkt. Wie beim a-Peroxylacton 14 findet offen-
sichtlich auch hier ein intramolekularer CIEEL-ProzeB
statt. Sicherlich werden in Zukunft weitere Beispiele be-
kannt werden.

qd

0-0 TP &9, X = H, OH, OMe, O°

X

Ein anderes Gebiet biologischer Untersuchungen, auf
dem Fortschritte gemacht wurden, betrifft Energietransfer-
Phinomene, an denen enzymatisch erzeugte angeregte Zu-
stande beteiligt sind®”. Nur einige der jingsten und wich-
tigsten Befunde kdnnen hier vorgestellt werden. Zum Bei-
spiel sollte bei normalem Triplett-Singulett-Energietrans-
fer durch StoBe zwischen freien Teilchen [Gl (q)] die
Stern-Volmer-Konstante [Gl. (r)] fiir das L&schen von Tri-
plett-Aceton nicht Uber der mit molekularem Sauerstoff
beobachteten liegen, d. h. Kgy betrigt ca. 2-10% bis 5-10° L
mol ~'. Haufig ist jedoch KgyZ10* L mol~'. Da die Far-
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TD* + Ap — Dy + 5A* @
st = kET'TO (l')

D=Donor; A=Acceptor; kgy=effektive Geschwindigkeitskonstante des
Energietransfers; 7= Lebensdauer des ungeldschten Donors

ster-Kriterien fiir einen Triplett-Singulett-Energietrans-
fer iiber groBere Entfernungen nicht in allen Fallen erfiillt
sind, kann man aus diesen hohen Ks,-Werten schlieGen,
daB der Acceptor sich vor der Anregung durch den Donor
sehr nahe am aktiven Zentrum befindet. So fordert also die
rdumliche Nidhe den Triplett-Triplett-Energietransfer [Gl.
(s)}. Dieser Mechanismus kénnte sogar auch dann auftre-

TD* + Ao — Dy + TA* s)

ten, wenn das Forster-Uberlappungskriterium erfiillt ist.
Soich ein Fall scheint das Loschen von enzymatisch er-
zeugter Aceton-Phosphoreszenz durch die Xanthenfarb-
stoffe 28 zu sein®®. Wenn das Integral der sensibilisierten
Farbstoffemission zusammen mit der Fluoreszenzausbeute
beriicksichtigt wird, findet man eine relative Besetzung des
angeregten Singulettzustands von 1:15:100 fir Fluores-
cein 28a, Eosin 28b bzw. Bengalrosa 28¢. Die signifikant
hoéhere Singulettausbeute mit Bengalrosa kann folgender-
mabBen erklirt werden: Hochstwahrscheinlich wird die Tri-
plettenergie des Aceton-Donors zunichst auf einen héher
angeregten Triplettzustand des Farbstoff-Acceptors tiber-
tragen; dann foérdern die lodatome (Schweratomeffekt)
von Bengalrosa die Bildung des singulettangeregten Zu-
stands durch verstirktes ,,Intersystem-crossing® [Gl. (1)1
Wenn nur der traditionelle Férster-Mechanismus [Gl. (q)]
wirksam wiire, sollte die relative Effizienz von Fluorescein
am groBten sein.

TD* + Ay — Do + TA*
T A% » SA* (t)
SA* — Ag+hv

Hinweise, die diese Hypothese stiitzen, liefert die che-
misch angeregte DBA-Fluoreszenz, welche durch Triplett-
Aceton aus dem thermischen Zerfall von Tetramethyldi-
oxetan erzeugt wird. Wie in Gl (t) entsteht zunichst ein
hoherer Triplettzustand (T,) von DBA durch erlaubten
Triplett-Triplett-Energietransfer; der intramolekulare
Schweratomeffekt verstidrkt dann das ,,Intersystem-cross-
ing* vom T,- zum S,-Zustand". Ein solcher Mechanis-
mus scheint auch fiir den Energietransfer von enzymatisch
erzeugtem Triplett-Aceton auf DBAS als Acceptor zu gel-
ten. Es sei erwiihnt, daB3 Energie nicht nur auf DBAS, son-
dern mit gleicher Effizienz auch auf AS dbertragen witd.
AS fluoresziert jedoch nicht, denn ihm fehlen die Brom-
atome, die bei DBAS das ,,Intersystem-crossing** vom T,-
zum S;-Zustand fordern. Stattdessen bevorzugt AS ,,Innere
Umwandlung vom T,- zum T,-Zustand, welcher nicht
emittiert.

Ein weiterer interessanter Fall von Energietransfer be-
trifft die Tyrosinderivate 60. Wird chemisch angeregtes
Triplett-Aceton durch Thermolyse von Tetramethyldioxe-
tan in Gegenwart dieser Tyrosine erzeugt, sind die (mit
DBAS erhaltenen) Stern-Volmer-Ldschkurven linear’?,
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AubBer fiir Tyrosin 60a selbst sind die Loschkonstanten an-
nihernd diffusionskontrolliert. Es ist anzunehmen, da3 die
Energie des T,-Zustands so hoch ist, daB der T,-Zustand
der Tyrosine 60b-d direkt erzeugt wird. So kann also bei
diesen Loéschern der intramolekulare Schweratomeffekt
nicht experimentell beobachtet werden, da der Energie-
transfer nach GIl. (t) aus energetischen Griinden nicht mog-
lich ist. Wird jedoch Triplett-Aceton enzymatisch durch
HRP-katalysierte Autoxidation von Isobutyraldehyd er-
zeugt, sind die Stern-Volmer-Ldschkurven fiir Tyrosin 60a
und Dichlortyrosin 60b beinahe linear, wihrend sie fiir
das Dibrom- und besonders das Diiodderivat 60¢c bzw. 60d
eine deutliche Aufwirtskrimmung aufweisen. Bei 60¢ und
604 ist auch ein Schweratomeffekt feststellbar. In Gegen-
wart des Enzyms scheint enzymgeschiitztes Triplett-Aceton
einen statischen Beitrag zum Loschen zu liefern.

X 60a, X = H
60b, X = C1
CH—CO.© ,
Ho-{l>cu2 CH CO; 60c. X - Br
X NHy 60d, X = I

Die Schutzfunktion des Enzyms wird iiberzeugend beim
Loschen der enzymatisch erzeugten Aceton-Phosphores-
zenz durch D- und L-Tryptophan 61 demonstriert”?. In
Gegenwart von D-Tryptophan ist kompetitives Ldschen
durch L-Tryptophan sehr wenig effizient; in der umgekehr-
ten Situation jedoch wird Ldschen durch D-Tryptophan
weiterhin beobachtet. Diese chirale Diskriminierung
schlieBt die Méglichkeit aus, daB Triplett-Aceton und der
Loscher unter diesen Bedingungen frei in Ldsung vorlie-
gen, da durch Thermolyse von Tetramethyldioxetan er-
zeugtes Triplett-Aceton von D- und L-Tryptophan gleich
gut geldscht wird. Die chirale Diskriminierung durch das
enzymatisch erzeugte Triplett-Aceton ist wahrscheinlich
auf die Bildung eines ,Begegnungskomplexes* des
Loschers mit dem aktiven Zentrum des Enzyms vor dem
Energietransfer zuriickzufiihren.

coP2 coP
K
H-C—aNH, H N®-C-al
CH, CH,
D-61 @ @\'N_/lf L-61
N
i i
H H

Mehrere Aspekte dieser ungewdhnlichen Ergebnisse an
enzymatisch erzeugtem Triplett-Aceton bleiben weiterhin
unklar. Zum Beispiel kann vollstindiges Ldschen durch
Chinone schon bei Konzentrationen beobachtet werden,
die weit unter denen des Enzyms liegen”¥. Unter diesen
Bedingungen kann der Léscher héchstens einem Triplett-
Aceton-Molekiil wihrend dessen Lebensdauer (ca. 1073 s)
begegnen. Das Léschen muB also durch Energietransfer
iiber groBere Entfernungen zustandekommen. In dieser
Hinsicht wird das Forster-Uberlappungskriterium von ei-
nigen, aber nicht allen Chinonen erfiillt. Léschen durch
Elektronentransfer oder Charge-Transfer-Wechselwirkung
ist unwahrscheinlich, weil sowohl Triplett-Aceton als auch
Chinone Elektronenacceptoren sind.

Ein weiteres wichtiges ungeldstes Problem ist, wie es
den angeregten Spezies gelingt, ihre Energie auf Organel-
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len wie Chloroplasten und auf Acceptoren in Micellen zu
iibertragen. Wenn der Triplett-Energiedonor durch das
Enzym abgeschirmt ist, konnte fiir den Energietransfer die
Beteiligung exponierter Gruppen der Makromolekiile oder
Organellen notwendig sein. Bei Micellen ist anzunehmen,
daB sich der Acceptor an oder in der Ndhe der Oberfliche
befindet. Ohne Zweifel stehen uns interessante Resultate
in dieser faszinierenden bioorganischen Disziplin bevor.

5. Photologisches Divertimento

Die Tatsache, dafl 1,2-Dioxetane und a-Peroxylactone
maskierte' elektronisch angeregte Zustinde sind - hier als
»Anregungsiquivalente bezeichnet - hat wichtige Konse-
quenzen fiir die Aufklirung photophysikalischer, photo-
chemischer und photobiologischer Phidnomene!”. Wie
Schema 1 impliziert, verhalten sich chemisch und biolo-
gisch angeregte Zustinde genau so wie durch Licht ange-
regte Zustinde. Chemische und biologische Anregung bie-
ten somit faszinierende Mdglichkeiten, photologische Pro-
bleme auf eine unkonventionelle Art zu untersuchen, die
auch als Photochemie!”™ bzw. Photobiologie’® im Dun-
keln bezeichnet wird. Der grundlegende Unterschied die-
ser Ansitze ist jedoch, dafl man bei der Erzeugung ange-
regter Zustiinde durch Licht mit der Lichtabsorption durch
das Substrat zu kiimpfen hat, wihrend bei chemischer oder
biologischer Anregung unkomplizierte konventionelle
Techniken angewendet werden kdnnen, vergit man ein-
mal, daB die viergliedrigen cyclischen Peroxide erst syn-
thetisiert werden miissen. Dies ist oft nicht leicht und
verhindert vermutlich die hiufigere Anwendung dieser
hochenergetischen Molekiile. Dennoch: Die Herstellung
des stabilen Dioxetans 10 ist bereits im Grundstudium
mdglich””, und die Synthese des labilen Tetramethyldi-
oxetans 23 kann von einem geiibten Laboranten in wenigen
Tagen erlernt werden. Es gibt folglich keine Entschuldi-
gung, diese interessanten Molekiile nicht zu benutzen.

Um die vielfiltige Anwendbarkeit zu demonstrieren, sol-
len einige photophysikalische, photochemische und photo-
biologische Probleme vorgestellt werden, bei welchen 1,2-
Dioxetane und a-Peroxylactone als ,,Anregungsiquivalen-
te*“ genutzt wurden. Diese Auswahl soll zu weiteren inten-
siven Aktivititen auf diesem vielversprechenden Gebiet
anregen.

%

3] - OO0~ 4, - (G0
+ — + (u)
R/U\R X RJ\R X

Im photophysikalischen Bereich bieten sich Dioxetane
besonders fiir Energietransfer-Untersuchungen an. Bei An-
regung durch Licht wire es schwierig, Anregungsenergie
von einem schwach absorbierenden Donor auf einen stark
absorbierenden Acceptor zu iibertragen, besonders wenn
sich die Absorptionsbanden stark iiberlappen. Ein Beispiel

[*) Da es keinen Oberbegriff fiir Photobiologie, Photochemie und Photophy-
sik gibt, schlagen wir den Terminus ,,Photologie'* fiir die Wissenschaft
(logia) vom Licht (phos) vor.
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ist in Gl. (u) dargestellt: Eine angeregte Carbonylverbin-
dung (schwach absorbierender Donor) iibertrigt ihre An-
regungsenergie auf das 9,10-disubstituierte Anthracen
(stark absorbierender Acceptor) (X=Ph: DPA; X=Br:
DBA). Das offensichtliche Handicap der konventionellen
Anregung durch Licht ist hierbei, daB das Licht hauptsich-
lich vom Anthracen absorbiert wird. Bei Verwendung des
entsprechenden Dioxetans wird das gewiinschte angeregte
Carbonylprodukt chemisch durch Erhitzen in Gegenwart
des Anthracens erzeugt; die Probleme der Lichtabsorption
werden folglich umgangen. Auf diese Weise konnten wich-
tige, frither schwer zugiingliche photophysikalische Daten
fir den Triplett-Singulett-Energietransfer von chemisch
angeregtem Aceton auf 9,10-Dibromanthracen (DBA) in
Ldsung und in polymeren Matrices erhalten werden!"-7%),
In #hnlicher Weise konnte der Singulett-Singulett-Energie-
transfer von chemisch angeregtem Aceton auf Ergosta-
tetraenon 62 untersucht werden.

62

Solche unkonventionellen Energietransfer-Untersuchun-
gen sind liberaus vielversprechend fiir biologisch relevante
Acceptoren. Sogar Makromolekiile und Organellen (Chlo-
roplasten) konnten mit viergliedrigen cyclischen Peroxiden
selektiv angeregt werden. Solche Untersuchungen wurden
schon mit enzymatisch erzeugten angeregten Zustinden
durchgefiithrt®”], doch sollten sich authentische Dioxetane
als noch brauchbarer erweisen. Die Beobachtung von Ex-
ciplex-Emission!® bei der direkten Chemilumineszenz von
Indolyldioxetanen 63 und die Uberlegung, daB sich Ex-
ciplexe recht hiufig beim Zerfall von Dioxetanen bilden
konnten®, wirft anregende Fragen auf. Zum Beispiel
fithrt die Zersetzung des optisch aktiven Dioxetans 64 zu
circular polarisierter Fluoreszenz des chiralen Adamanta-
nons 65"%. Beim Leuchtkifer wurde in der Tat circular
polarisierte Biolumineszenz beobachtet®”, und zwar aus
dem achiralen Oxyluciferin [Reaktion (e) und (p)]; das
Adamantanon 65 hat hingegen ein permanentes chirales
Zentrum. Méglicherweise ruft ein durch Exciplex-Bildung
erhaltener chiraler angeregter Zustand des Oxyluciferins
die circular polarisierte Biolumineszenz des Leuchtkifers
hervor. Folglich wire es interessant, ein optisch aktives a-
Peroxylacton 66 oder auch ein 1,2-Dioxetan zu syntheti-

o
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64 65 66

sieren, das ein achirales Produkt bildet, bei dem aber ein
zwischenzeitlich auftretender chiraler angeregter Zustand
(vermutlich ein Exciplex) circular polarisierte Chemilumi-
neszenz zeigen kdnnte. Somit bietet sich eine interessante
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Sonde fiir die Aufklirung der Geometrie angeregter Zu-
stinde an.

Bisdioxetane, z.B. das dimere Benzoesidureanhydrid
2281 sollten hervorragende Edukte fitr die thermische Er-
zeugung hoherer angeregter Zustinde sein. Da jeder Di-
oxetanring das Aquivalent eines gebundenen Photons ist,
konnten solche unkonventionellen Untersuchungen mégli-
cherweise Zwei-Photonen-Prozesse einschlieBen.

Die chemische Anregung wurde bei photomechanisti-
schen Untersuchungen bisher erstaunlich wenig genutzt.
Der Wert der Dioxetane zeigt sich beim Zerfall von 67, bei
dem sich das Enon 69 iiber den chemisch angeregten
3n,n*-Zustand des Dienons 68 bildet'®?. Auf diese Weise
konnte das alte Problem, ob n,n*- oder n,n*-Triplett-Zu-
stinde bei der Dienonumlagerung beteiligt sind, gelost
werden.

Me_ O T #*

be) O
Me
4 ﬂ; D :Ph
—vb —_—
Me,C=0 Ph
Ph Ph Ph’ h
67 68 69

Analog lieB sich das Dioxetan 70 zur Aufklirung der
photomechanistischen Details bei der Umlagerung des an-
geregten Enons 71 in die Produkte 72 (1,3-Acylverschie-
bung) und 73 (Oxa-di-n-methanumlagerung) nutzen®?,
Aus dem Vergleich der Ausbeuten an 72 und 73 aus dem
chemisch und durch Licht angeregten Enon 71 wurde ge-
folgert, daB ein n,n*-Triplett bzw. ein nn*-Triplett der
Vorldufer fiir die 1,3-Acylverschiebung bzw. fiir die Oxa-
di-n-methanumlagerung ist.

Me QO Me *
a Me
Me OMe -
MeOCHO

70 !

M
€ Me e

+
o O

Me'

72 73

Fiir diese Nutzbarmachung der chemischen Anregung
miissen die spezifischen Anregungsiquivalente, die Di-
oxetane 67 und 70, synthetisiert werden. Natiirlich ist dies
nicht immer eine einfache Aufgabe (siche Abschnitt 1). Es
ist wesentlich bequemer, eine bestimmte photochemische
Umwandlung durch Energietransfer unter Verwendung ei-
nes chemisch erzeugten angeregten Carbonylprodukts als
Donor zu sensibilisieren. Zum Beispiel konnte mit Tetra-
methyl-1,2-dioxetan 23, einer Quelle nur fiir Triplett-Ace-
ton, bestitigt werden, daBB die Umlagerung der tetracycli-
schen Azoverbindung 35 in das Aziridin 37 eine spinspezi-
fische Triplettreaktion ist“”. Ahnlich wurde mit chemisch
angeregtem Triplett-Aceton nachgewiesen, daB die Di-n-
methanumlagerung von Dibenzobarrelen 74 in das Semi-
bullvalen 75 ein spinspezifischer TriplettprozeB ist®*. Si-
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cherlich werden in Zukunft solche photochemischen An-
wendungen von Dioxetanen zunehmen.

v S e Y0

Uber die Beteiligung viergliedriger cyclischer Peroxide
an photobiologischen Prozessen und die Nutzung dieser
Verbindungen fiir die Untersuchung solcher Probleme
wurde schon nach den ersten Untersuchungen eine recht
umfassende Zusammenstellung der Maoglichkeiten verdf-
fentlicht!’>#, Entscheidende Fortschritte wurden erzielt,
nachdem erstmals die enzymatische Erzeugung triplettan-
geregter Zustinde nachgewiesen worden war?”,

0 o Q Me Me§
HNerMe , Me B 23 HN)\J:tu\NH
o)\? g'/ko a OJ\I\{/ 1}1*0

76

So wurde z.B. die Lichtschidigung von DNA durch
Thymindimerisierung im Hinblick auf die Krebsentste-
hung intensiv untersucht'®!. Ein Schliisselexperiment!®”
brachte den Nachweis, daB aus Tetramethyl-1,2-dioxetan
23 chemisch erzeugtes Triplett-Aceton die DNA durch Bil-
dung von Thymindimeren 76 vernetzt. In der Folge konnte
gezeigt werden, daB durch HRP-katalysierte Autoxidation
von Isobutyraldehyd biologisch erzeugtes Triplett-Aceton
Einzelstrangbriiche®® und Verinderung des Circulardi-
chroismus'® in der DNA hervorruft. DBAS kann eine sol-
che Schidigung teilweise unterbinden, was die Annahme
stbtzt, dafl enzymatisch erzeugtes Triplett-Aceton die schi-
digende Spezies ist. Die Moglichkeit, daB das Stoffwech-
selsystem in situ angeregte Zusttinde {iber Dioxetan-Zwi-
schenstufen erzeugen kann, wurde kiirzlich beim Abbau
von Benzola]pyren durch Leber-Mikrosomen gezeigt. Die
begleitende schwache Chemilumineszenz wurde dem Di-
oxetan 77 zugeschrieben®.

Wenn chemisch und biologisch erzeugte triplettange-
regte Zustinde bei der DNA iiber Energietransfer zu Thy-
mindimerisierung fithren kdnnen, sollte auch die photo-
chemische Behebung eines solchen Schadens im Prinzip
auf diese Weise moglich sein. In der Tat zeigen Modellstu-
dien, daB durch Licht angeregte Indole®®"! und Chinone®®?
- Spezies, die im Dunkeln enzymatisch erzeugt werden
kénnen - die Spaltung von Thymindimeren 76 induzie-
ren®,

Die Photoaffinititsmarkierung ist ein weiteres vielver-
sprechendes Gebiet®. So konnten die Carbonylfunktio-
nen von Hormonliganden, z. B. Steroidketonen, als Diox-
etane oder a-Peroxylactone maskiert werden. Nach Kom-
plexierung mit dem Rezeptor entsteht durch den Dioxetan-
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zerfall der elektronisch angeregte Ligand, der die spezifi-
sche Bindungsstelle anzeigt. Der Vorteil einer solchen
»Photoaffinitdtsmarkierung im Dunkeln* ist, daB sie in
vivo, also auch in wiBrigen Systemen, durchgefiihrt wer-
den kann. Versuche in dieser Richtung sind im Gange.

Stimulierende bioorganische Probleme, bei welchen
»Anregungsiquivalente* von Interesse sein sollten, betref-
fen die durch Phytochrome vermittelte Photoregulation®,
Wirkung von Wachstumshormonen von Pflanzen in Ge-
genwart von 3-Indolessigsiure®®, die Umwandlung von
Ergosterin in Vitamin D®”¥, die Isomerisierung von Reti-
nal®), etc. Zusitzlich erdffnet sich die Maglichkeit, eine
vollig neue Generation von Chemotherapeutica zu entwik-
keln.

Wir wollen mit einem Zitat!"® schlieBen, welches unsere
Uberzeugung, daB der SpaB gerade erst begonnen hat, be-
stens wiedergibt: ,Bereits heute besitzt die priparative
Strahlenchemie durch ihre besonderen Mbéglichkeiten ei-
nen eigenen Platz innerhalb der Methoden der Chemie.
Ihre eigentliche Bedeutung entwickelt sich jedoch aus ih-
ren vielseitigen Beziehungen zu Grenzgebieten, wobei die
chemischen Probleme biologischer Strahlenwirkungen be-
sonders aktuell sind*.

Die Autoren machten Professor Frank H. Quina (Universi-
ddde de Sao Paulo) fiir seine nie versagende und selbstlose
Unterstiitzung ihren aufrichtigen Dank aussprechen. Dank
gilt auch ihren ehemaligen und gegenwdrtigen Mitarbeitern
fiir ihre engagierte, fleifige und anregende Beteiligung.
Grofiziigige finanzielle Unterstiitzung gaben Financiadora
de Estudios e Projetos (Rio de Janeiro), Conselho Nacional
de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico (Brasilia), Fun-
dacao de Ampazo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo (Sdo
Paulo), Deutsche Forschungsgemeinschaft, Fonds der Che-
mischen Industrie, Fritz-Thyssen-Stiftung, Alexander-von-
Humboldt-Stiftung sowie Stt_'ftuﬁy Volkswagenwerk. Die
letztere verdient besondere Erwdhnung, da sie gegenwdrtig
die Zusammenarbeit der brasilianischen und der deutschen
Gruppe fordert.

Eingegangen am 25. Mirz 1983 [A 459}
Ubersetzt von Wilhelm J. Baader, Wiirzburg
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