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Abb. 1. EPR-Spektrum verschiedener Fichtennadeln in der g = 2.005-Region. 
Die Proben wurden im Oktober und November 1984 entnommen. Die Si- 
gnale werden mit einem Varian-E-Line-Spektrometer verbunden mit einem 
Bruker-Datensystem ER 140 durch Akkumulation von 50 Scans unter Ver- 
wendung cines FF-Locks gewonnen (5 mW Mikrowellenenergie; Modula- 
tion 1 G). Spektrum a): Baum 17 (S 0); Spektrum b): Baum 15 (S 3). 

Abb. 2. EPR-Spektren verschiedener Fichtennadeln in der g - 2.005-Region 
(experimentelle Bedingungen wie in Abb. 1). Spektrum a): Baum ST (S 0); 
Spektrum b): Baum 16 (S 3): Spektrum c): Baum ST nach Einwirkung von 
NO.. Die Konzentration von NO, wurde bei diesem orientierenden Versuch 
so groD gewtihlt, um durch kurze Reaktionszeiten Alterungsprozesse zu un- 
terdriicken. 

Im wesentlichen besteht das Spektrum b) von Abbildung 
1 nur noch aus einer Komponente bei g = 2.0035, die in a) 
vollig fehlt. Unterschiede des Standorts scheinen fur die 
EPR-Signale der Nadeln ungeschadigter Blume von unter- 
geordneter Bedeutung zu sein, da jeweils die Spektren a) in 
den Abbildungen 1 und 2 praktisch gleich sind. Bei Na- 
deln geschadigter Baume werden jedoch Unterschiede ge- 
funden, die eine Differenzierung nach objektiven Kriterien 
und damit auch eine Frtiherkennung von Schaden erm6gli- 
chen k6nnten. So ist z. B. im Spektrum b) der Abbildung 2 
deutlich noch das Signal bei g = 2.0044 zu erkennen, ob- 
wohl die Komponente bei g = 2.0032 die Hauptabsorption 
ist. 

Werden Fichtennadeln ungeschadigter BBume etwa 2 h 
unter Lichteinwirkung einer Atmosphlre, die mol/L 
NO. enthalt, ausgesetzt, so lndert sich das EPR-Spektrum 
maDgeblich (vgl. Spektrum c) in Abb. 2). Das Signal bei 
g =2.0100 ist praktisch vollstandig verschwunden, und die 
g = 2.0055-Komponente hat an Intensitat verloren, wah- 
rend die Absorptionen bei g < 2.0032 an Bedeutung ge- 
wonnen haben; Spektrum c) ist also Spektrum b) ahnlicher 
als Spektrum a), das unmittelbar vor der Behandlung mit 
NO, registriert wurde. Bei gleichzeitiger Einwirkung von 
NO, und SO2 werden vergleichbare Spektren erhalten. 

Die Befunde bedeuten nicht, daR nur NO, und SO, die 
Elektronentransportkette schadigen. Wahrscheinlich kon- 
nen auch andere Schadstoffe wie Ozon, Photooxidantien 
etc. ahnlich wirken. Untersuchungen von Fichtennadeln 

aus Reinluftgebieten sollten weiteren AufschluR geben. 
Einwirkung wLRriger SSLuren, z. B. Schwefliger Saure 
(pH = l), fuhrt auch nach Stunden zu keiner Veranderung 
des EPR-Signals, so da13 die Schadigung der Nadeln offen- 
bar bevorzugt iiber die Gasphase stattfindet. 

Die EPR-Spektren, die wir von Fichtennadeln ungescha- 
digter Baume registriert haben, entsprechen weitgehend 
den Signalen, die an isolierten Chloroplasten gefunden 
wurden und als ,,Signal I1 slow" bezeichnet wurdenI3]. 
Wlhrend die Chloroplasten-Signale stark vom Prapara- 
tionsverfahren abhangen, werden bei det Untersuchung 
ganzer gesunder Fichtennadeln nur geringe Unterschiede 
bei den einzelnen Proben beobachtet. Jahreszeitliche 
Schwankungen dieser Signale sind nicht bekannt. Was die 
Zuordnung des Signals I1 (S 11) innerhalb des pflanzlichen 
Photosyntheseprozesses angeht, so kann heute davon aus- 
gegangen werden, daR es in engem Zusammenhang mit 
den Wasserspaltungsreaktionen des Photosystems 2 
stehtl']. Wesentlich weniger ist iiber die chemische Struktur 
der fur S 11 verantwortlichen Radikale bekannt. Wahrend 
einige Autoren eine Beteiligung mehrerer Spezies anneh- 
men141, neigen andere zu einheitlichen Redox-Systemen 
vom Typ der Plasto~emichinone[~~, wobei die Struktur von 
S I1 auf nicht aufgelaste Hyperfeinstruktur zuriickgefuhrt 
wird. Wir konnen uns dieser Ansicht nicht anschlieaen, 
weil die Differenzspektren (hell-dunkel) einen Anstieg der 
Signale bei g = 2.0055 und g = 2.0046 bei Belichtung anzei- 
gen. Unsere Ergebnisse sprechen dafur, daB NO, und SO2 
die verschiedenen pardmagnetischen Spezies, die fur S I1 
verantwortlich sind, unterschiedlich beeinflussen. Bei mas- 
siven Schadigungen, die nicht ausschliel3lich auf NO, und 
SO2 zuriickgefiihrt werden miissen, wird praktisch nur 
noch ,,ein" Signal mit g = 2.0035 beobachtet. Ahnliche Ab- 
sorptionen wurden im Zusammenhang rnit dem Photosy- 
stem 2 beschrieben[61. 
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Sequenzierung von kleinen Peptiden durch 
FAB-Massenspektrometrie - 
Informationserhohung dureb Derivatisierung 
Von Dieter Renner und Gerhard Spitellere 

1981 erkannten Barber et al.['I, daR stark polare Verbin- 
dungen wie Peptide, die sich wegen ihrer Nichtfliichtigkeit 
nicht durch Elektronenstol3-Massenspektrometrie untersu- 
chen lassen, bei ,,BeschuO rnit schnellen Atomen" (fast 
atom bombardment, ,,FAB") ionisiert werden. Die so er- 
haltenen FAB-Massenspektren zeigen bei Registrierung 
positiver bzw. negativer Ionen im wesentlichen die Massen 
von Ionen, die durch Protonierung bzw. Deprotonierung 

I*] Prof. Dr. G. Spiteller. Dipl.-Chem. D. Renner 
Lehrstuhl fiir Organische Chemie I der UniversitBt 
Postfach 3008, D-8580 Bayreuth 
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des Molekuls entstanden sind. Da man in den Spektren 
auch Bruchstucke findet, hat es nicht an Versuchen ge- 
fehlt, diese rnit der Struktur zu korrelieren. An Modellpep- 
tiden bekannter Struktur lieBen sich solche Korrelationen 
durchfuhren, teilweise vor allem deshalb, weil man sich 
aus den Bruchstiicken diejenigen heraussuchen konnte, die 
mit der Struktur in Beziehung zu setzen waren, und weil 
man zusatzlich vorhandene Ionen groBzugig iibersah. 
Ohne weitere Informationen war daher eine Strukturauf- 
klarung durch Interpretation des FAB-Spektrums eines un- 
derivatisierten Peptides nur in Sondefillen miiglich12-41. 

Bei Versuchen, die FAB-Massenspektrometrie zur Struk- 
turaufkliirung kleinerer Peptide einzusetzen, muBten wir 
Peptidgemische ohne chromophore Gruppen durch HPLC 
trennen. Zur besseren Detektion derivatisierten wir die 
Peptide mit Dansylchlorid (Dns-Cl)[']. 

Im Gegensatz zu den FAB-SpektrenL6' der underivatisier- 
ten Peptide, in denen die Ladung der Bruchstiicke sowohl 
auf der C- als auch auf der N-terminalen Seite des Mole- 
kuls lokalisiert ist (Abb. l), zeigen die Spektren der Dan- 
syl-Derivate intensive und strukturspezifische Spaltstiicke, 
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Abb. 1. FAB-Massenspektrum positiver lonen von Val-Ala-Ala-Phe; m/z  
407=[MH]+; die mit ,,G" gekennzeichneten Signale stammen von der Ma- 
trixsubstanz (Glycerin). 

die alle das derivatisierte Aminoende des Molekuls betref- 
fen und durch Spaltung an Peptidbindungen hervorgegan- 
gen sind (Abb. 2). Die Abbaureaktionen sind aus den For- 
meln erkennbar. 

170 234 305 404 4 2  
I 
I 

305 
I 

176 

I I "  
150 200 290 3 0 0  3 5 0  

loo 7 

l'r Ll5 

6uI 

I 

1 
0 L J  1 1 , .  

, " " ~ " " I ' " " '  I ' " ' ~ ' ' '  
4 0 8  4 5 0  5 8 8  5 S 0  6 8 8  

Abb. 2. FAB-Spektrum positiver lonen von Dns-Val-Ala-Ala-Phe; m/z 
640 = [MH] +. 

Offensichtlich bewirkt die Einfuhrung eines elektronen- 
reichen und stabilen aromatischen Systems auBer einer be- 
vorzugten Ionisation auch eine erhahte Neigung zur 
Bruchstiickbildung. Die Derivatisierung von Peptiden bie- 
tet also nicht nur Vorteile fur die Detektion bei Reini- 
gungsschritten, sondern auch fur eine sich anschlieBende 
massenspektrometrische Analyse, vor allem deshalb, weil 
strukturspezifische Spaltprodukte beim underivatisierten 
Peptid oft kaum erkennbar sind und somit eine Sequenz- 
bestimmung nicht gelingt; dagegen laBt sich die Amino- 
sauresequenz bei den derivatisierten Peptiden eindeutig 
ableiten. 

Wir setzten nun Peptide mit einem bromhaltigen aroma- 
tischen Sulfonylchlorid urn, weil durch die beiden Isotope 
79Br und "Br eine eindeutige Markierung der Spaltstiicke 
miiglich ist. Die Markierung mit 2-Brom-S-(dimethylami- 
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Abb. 3. FAB-Spektrum positiver lonen von Bdbs-Val-Ala-Ala- 
Phe; m/z  668=[MH]+, m/z  690-[MNa]'. Bromfreie Bruch- 
stiicke: m/z 120, 255, 354,425, 590. 
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no)benzolsulfonsaurechlorid (Bdb~-Cl)[~] ist gunstig fur 
Peptide aus maximal zehn Aminosauren ; bei griiDeren 
Peptiden wird das Isotopenmuster von Brom durch den 
hohen Gehalt an 13C zu stark uberlagert. In diesen Fallen 
sind Dansyl-Derivate vorzuziehen. Die bromhaltigen Ver- 
bindungen werden, wie bereits Sethi et aLt7I fanden, bei der 
Aufnahme der Spektren entbromiert, das heil3t das Brom- 
atom wird durch ein Wasserstoffatom ersetzt. Dadurch 
tritt eine weitere Reihe von Bruchstiicken auf, deren Mas- 
sen um 78 bzw. 80 ME kleiner sind als die der bromhalti- 
gen (Abb. 3). 

Bei Peptiden, deren Aminosauren in den Seitenketten 
noch funktionelle Gruppen enthalten, ist die Auswertung 
der Spektren erschwert. In jedem der untersuchten Fa11e 
erhielten wir aber durch die Derivatisierungen aussage- 
kraftigere Spektren als von den freien Peptiden. 

Eingegangen am 14. Januar, 
in veriinderter Fassung am 4. Februar 1985 [Z 11331 
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151 Arbeitsvorschrift fur die Derivatisierung mit Dns-C1 oder Bdbs-CI: 1 
p o l  Peptid wird in 60 pL 0 . 2 ~  NaHC03 gelbst. Nach Zugabe von Dns- 
CI oder Bdbs-CI (MolverhBltnis 1 :3) in 50 mM Wsung in Aceton wird 
der Ansatz 1.5 h bei 40°C inkubiert. AnschlieDend wird nach Abdestillie- 
ren des Acetons mit 10proz. H3P0. angesauert. Das derivatisierte Peptid 
wird durch RP-HPLC isoliert: die Fraktionen werden rnehrtnals gesam- 
melt, vereinigt und gefriergetrocknet. Zur FAB-massenspektrometrischen 
Untersuchung wird der Ruckstand in wenig Methanol gel6st. 

161 Finnigan MAT 8500 Massenspektrometer rnit modifizierter Ionenquelle 
fur FAB-MS; Xenon-Kanone von ION TECH LTD., Teddington (UK), 
Matrixsubstanz: Glycerin; in den FAB-Spektren wurde der Glycerinun- 
tergrund subtrahiert. 

171 S. K Sethi, C. C. Nelson, J. A. McCloskey, Anal. Chem. 56 (1984) 1977. 

Ein neuer Typ von Cyclotriphosphan-Komplexen : 
Synthese und Struktur von INi2(p-P$Pr3)2(CO),)** 
Von Marianne Baudler*, Franz Salzer, Josef Hahn und 
Eberhard Darr 
Professor Giinrher Wilke zum 60. Geburtstag gewidmet 

Komplexe rnit Triorganocyclotriphosphan-Liganden 
(PR), sind bisher aus der Reihe I['], 2['] und 3"' bekannt. 
Wir haben nun den ersten Zweikernkomplex des Typs 

1 2 3 

['I Prof. Dr. M. Baudler, Dr. F. Salzer, Dr. J.  Hahn, Dr. E. Diirr 
lnstitut fur Anorganische Chemie der UniversitBt 
GreinstraOe 6, D-5M)O K6ln 41 

I**] Beitriige zur Chemie des Phosphors, 153. Mitteilung. Diese Arbeit wurde 
von der Deutschcn Forschungsgemeinschaft und dem Fonds der Chemi- 
schen lndustrie unterstutzt. - 152. Mitteilung: M. Baudler, B. Makowka, 
Z.  Anorg. Allg. Chem.. im Druck. 

[LnM(p-P3R3)2MLn] synthetisiert, in dem die P,-Ringe als 
Vierelektronenliganden mit den ML,-Resten zu einem 
sechsgliedrigen P,M,-Metallacyclus verknupft sind. 

Bei der Reaktion von Triisopropylcyclotriphosphan qr31 
rnit Ni(CO), (n-Pentan, lO"C-.Raumtemperatur) entsteht 
Bis(~-triisopropylcyclotriphosphan)-bis(dicarbonylnickel) 
5 in praktisch quantitativer Ausbeute. Die Bildung von 5 

verlauft uber den Einkernkomplex [Ni(P,iPr,)(CO),], der 
zu Beginn der Reaktion 3'P-NMR-spektroskopisch nach- 
weisbar ist : mit fortschreitender Umsetzung treten weitere, 
nicht naher charakterisierte Zwischenprodukte auf. 
5 entsteht als Gemisch der Isomere 5a und 5b, die sich 

in der Anordnung der Phosphor-Dreiringe zueinander un- 
terscheiden. Wahrend 5a als hellbeiger Feststoff (Zers. bei 
ca. 100°C) ausfallt (Isomerenreinheit > 99%), kann 5b im 
Filtrat (Isomerengemisch ca. 1 : 1) durch schrittweise Kri- 
stallisation von 5a bei - 30 bis - 100°C auf ca. 90% ange- 
reichert werden. 5a lagert sich in Losung (Tetrahydrofuran 
(THF), Benzol, n-Pentan) oberhalb von 0°C bis zur Ein- 
stellung eines Gleichgewichtes (ca. 1 : 1) in 5b um. 

5a 5b 

Die Zusammensetzung der nur wenig luft- und feuchtig- 
keitsempfindlichen Verbindung 5 ist durch Elementarana- 
lyse und kryoskopische Molekulargewichtsbestimmung ge- 
sichert. Im Massenspektrum (20 eV, 50°C) tritt kein Signal 
des Molekiilions auf; charakteristische Fragmente sind 
M"-2CO, M"-3CO und M"-Ni(CO)+ Das IR-Spek- 
trum von 5a (n-Pentan) zeigt zwei CO-Banden bei 2018 (s) 
und 1971 (m) cm-'. 

Konstitutionsbeweisend fur 5a,b sind die NMR-Da- 
tent4]. Im 31P{'H}-NMR-Spektrum beobachtet man fur 
beide Isomere ein AA'A"A"'MM'-System in dem fur koor- 
dinierte Cyclotriphosphane charakteristischen Hochfeld- 
bereich"'. Die Koordinationsvers~hiebung~~~ ist fur alle P- 
Atome von 4 positiv (Tieffeldverschiebung), aber fur die 
PA-Kerne (521: A=55.5; 5b: A=55.1)  bedeutend gr6Ber als 
fur die P,-Kerne (5a : A = 11.3 ; 5b : A = 16.2). Demnach ist 
das Cyclotriphosphan 4 in 5a,b als zweizahniger Briicken- 
ligand gebundenI6]. Die Konfigurationen von 5a,b ergeben 
sich aus den '3C('H,3'P)-NMR-Spektren: Fur die CO-Li- 
ganden beobachtet man bei 5a zwei Singuletts (Intensitats- 
verhlltnis 1 : l), bei 5b dagegen nur ein Signal, das auch 
bis - 120°C keine Aufspaltung zeigt. Bei beiden Isomeren 
sollte der P4Ni2-Ring in der Wannenform vorliegen und im 
Fall von 5b in Losung durch rasche Pseudorotation im 
Mittel die NMR-spektroskopisch beobachtete Czh-Symme- 
trie erreichen. 

Die Bildung von 5a,b ist gegenuber derjenigen des ent- 
sprechenden Einkernkomplexes mit P,Ni-Dreiringgeriist 
energetisch eindeutig bevorzugt. 
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