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Mit 2 Abbildungen
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A Study of Steroids Eliminated in the Urine of the Newborn by
Combined Glass Capillary Gas Chromatography and Mass Spec-
tromeiry

The steroids in the urine of newborn babies were inves-
tigated by glass capillary gas chromatography-—mass spectro-
metry. In addition to those steroids already known, the com-
pounds 1, 5, 37, and 43-54 were identified as steroidal com-
ponents of the urine of the newborn. Of special interest is the
occurrence of steroids 5, 37, and 46 with an oxygen function
at position 11, of those with a 3-oxo-4-ene structure, 44, 50,
53, 54, and of 3 B-hydroxy-androsta-5,7-diene, 51.

Stoffwechselerkrankungen manifestieren sich haufig durch stark
vermehrte Ausscheidung eines oder mehrerer Metabolite im Harn. Aus
dem Auftreten hoher, normalerweise nicht vorhandener Peaks in
Gaschromatogrammen von Ausscheidungsprodukten (sogenannten ,,Aus-
scheidungsprofilen) konnten bisher unbekannte Stoffwechselerkran-
kungen aufgespirt werden-3. Dieses Verfahren der Diagnosestellung
durch Aufnahme von Ausscheidungsprofilen diirfte unserer Meinung
nach in Zukunft erheblich an Bedeutung gewinnen. Grundbedingung fiir
derartige Untersuchungen ist die Kenntnis der Struktur der Stoff-
wechselprodukte, die unter normalen Bedingungen ausgeschieden
werden. Leider ist unser Wissen in dieser Hinsicht bescheiden. Dazu
kommt, daf aus der Nahrung stammende Stoffwechselprodukte die
Profile teilweise verandern. Da wir in der Kombination (laskapillar-

* Herrn Prof. Dr. 0. Hromatka zum 70. Geburtstag gewidmet.
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gaschromatographie und Massenspektrometrie ein sehr wirkungsvolles
Trenn- und Identifizierungsverfahren zur Verfiigung haben, stellten wir
uns die Aufgabe, die im Harn auftretenden Produkte zu identifizieren.
Um Komplikationen durch unterschiedliche Nahrungsaufnahme zu
vermeiden, untersuchten wir den Harn eines Kollektivs gleich erndhrter
Personen, nimlich von Neugeborenen. In der vorliegenden Arbeit wird
iiber die Steroidausscheidung berichtet.

Harn enthilt eine fast uniibersehbare Zahl von Metaboliten in sehr
unterschiedlichen Mengenverhéltnissen, so dafl auch mit modernen
Analysenverfahren auvsgefilhrte Untersuchungen emme zumindest teil-
weise Vortrennung erforderlich machen.

Von besonderer Wirksamkeit als Trennverfahren fiir biologisches
Material ist die Glaskapillargaschromatographie wegen der geringen
Zahl notwendiger Vortrennschritte, der hohen Trennschirfe und des
geringen Substanzbedarfs. Eine eindeutige ldentifizierung wire durch
Messung der Kovatsindices moglich®, doch miifiten hierzu isotherme
Bedingungen eingehalten werden. Die im Harn ausgeschiedenen Pro-
dukte unterscheiden sich in ihrer Fliichtigkeit so stark, daf ihre gemein-
same Erfassung nur bei Temperaturprogrammierung moglich ist. Daher
sind Gaschromatogramme ein und desselben Gemisches auch bei sorg-
faltiger Einhaltung der Arbeitsbedingungen zur Zeit noch nicht soweit
reproduzierbar, daB man identische Retentionszeiten erhilt und somit
eine Identifizierung auf dieser Basis ausfilhren konnte. Daher ist ein
zweites Charakterisierungsverfahren bei der Analyse so komplexer
Gemische unbedingt erforderlich. Dafiir kommt derzeit wegen des gerin-
gen Probenbedarfs nur die Massenspektrometrie in Frage.

Wiahrend die Kopplung eines Glaskapillargaschromatographen mit
einem Massenspektrometer zur Untersuchung leicht fliichtiger Kom-
ponenten keine Schwierigkeiten macht und routineméflig zur Analyse
von Aromastoffen angewendet wird® ¢, bereitete bisher die Analyse
schwerer fliichtiger Stoffe groBie Probleme, weil geeignete Kopplungs-
techniken fehlten (z. B. Dichtungsmaterialien, Interface usw.). Dieses
Problem ist nun teilweise geldst, und entsprechende Gerdtekombi-
nationen sind im Handel erhéltlich. Mdglichkeiten und Grenzen dieser
Geratekombination seien an Hand einer Analyse der im Neugeborenen-
urin enthaltenen Steroide, die wir mit einem LKB 2091-Gerdt aus-
fithrten, demonstriert :

Seit der Beobachtung, daB Neugeborene eine gegeniiber Erwach-
senen vollig verschiedene Steroidausscheidung zeigen?-®, wurden die
Steroide des Neugeborenenurins eingehend untersucht. Vor allem mit
Hilfe der Kombination von Gaschromatograph—Massenspektrometer
ist die Struktur einer grofien Zahl von Steroiden aufgeklirt worden10-16.
Trennungen an Glaskapillaren wurden vereinzelt beschrieben, doch ist
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nur bei wenigen Komponenten eine Strukturzuordnung auf Grund der
Retentionszeiten getroffen worden1?. 18,

Wie Abb. 1 zeigt, erhdlt man nach entsprechender Aufarbeitung
{siehe exper. Teil) und Derivatisierung eine ausreichende Trennung der
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Abb. 1. Glaskapillargaschromatogramm der Steroidfraktion eines 5 Tage
alten Kindes. Die Steroide wurden, wis im exper. Teil beschrieben, in Tri-
methylsilylderivate tberfahrt. LKB 2091-Gerdt, SE 30-Diinnfilm-Glas-
kapillarssule, 25 m, Temperaturprogrammierung: 2°/min, von 100—300 °C,
Einspritzblocktemp. 275 °C, Trigergas Helium, 2 ml/min

Steroidfraktion. Von jeder Einzelkomponente konnten auch Massen-
spektren aufgenommen werden.

Trotz der offensichtlich ausreichenden Trennung und Charakteri-
sierung bereitet uns die Identifizierung der Komponenten erhebliche
Schwierigkeiten.

Dies hat folgende Griinde: Die Spektren derivatisierter Steroide geben
ndmlich in der Regel nur Informationen {iber das Molekulargewicht der
Verbindung und die Zahl anwesender Hydroxylgruppen. Eine Lokalisa-
tion der Substituenten oder gar die Ermittlung der Konfiguration gelingt
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nur in Sonderfillen und setzt das Vorhandensein von Vergleichsmaterial
und einen exakten Vergleich aller Peakintensititen voraus. Dieses Ver-
gleichsmaterial fehlte uns in den meisten Fallon. Uberdies reicht die Qualitét
der Spektren kleiner GO-Peaks in der Regel nicht aus fiir exakte Intensitéts-
vergleiche. Hs zeigte sich, daB zwar auch von gaschromatographischen
Peaks, die nur etwa 59, der Intensitdt der Hauptkomponente (entsprechend
einer Menge von etwa 20 ng) erreichen, noch Massenspektiren erhiltlich
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Abb. 2a. TMS-Ather von 3a-Hydroxy-58-androstan-11,17-dion aus Neu-
geborenenurin (Peak 5, Abb. 1)
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Abb. 2b. TMS-Ather von 3 a-Hydroxy-5 g-androstan-11,17-dion

sind. Diese weisen jedoch wegen der geringen Zahl registrierbarer Tonen
stark verzerrte Imtensitatswerte auf, so daB eine derartige Identifizierung,
die auf Massen- und Intensititswertvergleich einzelner Ionen basiert,
nicht mehr moglich ist (siche Abb. 2a und 2b).

Dazu kommt, daB bei derartigen Messungen unvermeidbare Spuren
von Verunreinigungen zu den Ionenintensititen betrachtlich beitragen.
Da diese Intensitétsbeitrige auch durch Rechner nicht kompensierbar
sind, fithren sie zu einer weiteren Verschlechterung der Auswertbarkeit
der Spektren.

Uberdies 148t sich bei der Anwendung milder Silylierungsreagentien
(z. B. HMDS/TMOS) nicht vermeiden, daB Silylierung von Hydroxyl-
gruppen nur teilweise erfolgt, wiahrend unter derberen Reaktionsbedingun-
gen auch Ketogruppen (nach Enolisierung) teilweise in Trimethylsilyl-
derivate umgewandelt wurden. Die Folge davon ist, daB ein und dieselbe
Komponente zwei oder mehrere Derivate liefert, die zwar alle als getrennte



Untersuchung der Steroidausscheidung im Neugeborenen-Urin 1419

Peaks im Glaskapillargaschromatogramm angezeigt werden, aber eine
quantitative Rrfassung erheblich erschweren. Zur Uberwindung dieser
Schwierigkeiten wird zwar von Horning!® empfohlen, Ketone vor der Tri-
methylsilylierung in Methoximderivate wberzufithren, eigene Versuche
zeigen jedoch, dafl die Methoximbildung nicht quantitativ verlduft und
die Bildung von E- und Z-Isomeren zu zusitzlichen Komplikationen fiihrt.

Die Spektren freier Steroide zeigen im Gegensatz zu ihren Derivaten
in der Regel oft Schliisselionen, die zumindest eine Lokalisierung der
funktionellen Gruppen, teilweise aber auch Angaben iiber deren Stellung
(a- oder B-) erlaubent®: 20,

Es wire daher wiinschenswert, wenn man auf eine Derivatisierang
verzichten kénnte. Es ist uns zwar gelungen, auch underivatisierte
Steroide an Kapillarsdulen zu trennen, doch 148t sich dieses Verfahren
nicht bel der Untersuchung von Harnsteroiden anwenden:

1. Bei der Analyse von freien Steroiden findet eine viel stirkere
Adsorption am Siulenmaterial statt als bei derivatisierten Steroiden,
Spurenmengen werden mitunter total verschluekt.

2. Die Trennleistung nimmt gegeniiber derivatisierten Steroiden
erheblich ab, so daBl oft mehrere Komponenten in einem einzigen
Peak auftreten.

Trotz der erwahnten Schwierigkeiten ist die Messung von Retentions-
zeiten bei gleichzeitiger Aufnahme von Massenspektren — selbst wenn
diese von schlechterer Qualitit sind — in den meisten Fillen fiir eine
Identifizierung ausreichend und damit die Anwendung der Kombination
von Glaskapillargaschromatographie——Massenspektrometrie fir Dia-
gnosezwecke moglich. Notwendig ist dazu aber eine Sammlung von
Vergleichsspektren entsprechender Qualitit.

Da dieses Vergleichsmaterial nicht durch Anwendung der Kombi-
nation von  Glaskapillargaschromatographie—Massenspektrometrie
erhiltlich ist, waren wir gezwungen, Harn zu poolen, um Material
ansammeln zu kénnen, und dieses zu reinigen, wodurch dann die nétigen
Vergleichsspektren gewinnbar waren.

Gepoolter Kinderurin wurde zunichst an einer Amberlite XAD-2
Saule entsalzt?, dann das die Steroidkonjugate enthaltene Methanol-
eluat enzymatisch verseift und an einer Sephadex LH-20-Siule nach
MolekulargréBe getrennt. Die so erhaltenen Steroidfraktionen wurden
an Kieselgel-Diinnschichtplatten weiter zerlegt und schlieBlich die ein-
zelnen Zonen der Diinnschichtplatte nach Elution mit Methanol ohne
Derivatisierung im Kombinationsgerat GO—M S untersucht. Auf Grund
der Spektren konnten die einzelnen Verbindungen identifiziert werden.
Zur Gewinnung der Vergleichsspektren der fiir die Untersuchung in der
Kombination Glaskapillargaschromatograph—Massenspektrometer ge-
eigneten Trimethylsilylderivate wurden die Gemische freier Steroide
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am GC getrennt, in Glagkapillaren anfgefangen und davon dann Derivate
hergestellt. Nach diesen Untersuchungen kénnen die Peaks des in Abb. 1
reproduzierten Gaschromatogramms in folgender Weise charakterisiert
werden:

Von den in Tab. 1 angefiihrten Steroiden waren Nr. 1, 5, 37 noch
nicht als Bestandteile des Neugeborenenurins bekannt. Besonders
bemerkenswert ist das Auffinden von Steroiden mit einer Carbonyl-
gruppe in der Stellung 11, weil man bisher aus dem Fehlen solcher
Steroide im Neugeborenenurin annahm, dal Babies nicht zur Bildung
von Sterciden mit einer Sauerstoffunktion in Stellung 11 befdhigt sind.

Dartiber hinaus konnten durch das oben geschilderte Aufarbeitungs-
verfahren noch eine Reihe bisher als Harnbestandteile unbekannter
Spurensteroide gefunden werden, die auch bei einer Analyse mit dem
Glaskapillargaschromatographen (teils wegen ihrer kleinen Menge, teils,
weil sie von groBeren Peaks verdeckt sind) nicht faBbar sind. Von
besonderem Interesse ist hierbei das Auffinden eines Steroids 46 mit
einer Hydroxylgruppe in Stellung 11 und das Auftreten von Steroiden
mit 3-0x0-4-en-Struktur 44, 50, 53, 54. Das Vorhandensein von Steroiden
mit einem 5,7-Diensystem im Harn war bisher ebenfalls noch unbekannt.
Ob diesen Verbindungen eine physiologische Bedeutung zukommt, 146t
sich noch nicht abschétzen.

Diese Arbeit wurde aus Mitteln der Deutschen Forschungsgemein-
schaft und Toto—Lotto-Mitteln des Landes Niedersachsen geférdert,
wofiir wir an dieser Stelle bestens danken.

Experimenteller Teil

Die gaschromatographische Trennung und Aufnahme der Massen-
spektren von freien Steroiden erfolgte mit einem Varian MAT-CH-7-Massen-
spektrometer, kombiniert tber einen Separator (Biemann-Watson-Typ)
mit einem Varian 1700-Gaschromatograph. Ionisierungsenergie 70eV;
1,50 m-Glassiule (Innendurchmesser 2 mm, 39, SE-30 auf Chromosorb W,
AW, DMCS, 80—100mesh), Tragergas He, 20 ml/min, Injektortemp.
270 °C, Sdulentemp. von 100 bis 300 °C, mit 10 °C/min programmiert.

Die Trennung und Aufnahme der Massenspektren von TMS-Athern
erfolgte mit einem LKB 2091-Massenspektrometer mit einem LKB 2130-
Datensystem (mit PDP 11-Rechner), Tonisierungsenergie 70 eV. Der TIC
wurde bei 20 eV registriert. 25 m Glaskapillarsdule (Innendurchmesser
0,3 mm, SE-30-Diinnfilm), Trigergas He, 2 ml/min, Injektortemp. 275 °C,
Saulentemp. von 100 bis 300 °C, mit 2 °C/min programmiert.

Die Retentionsindices der T'MS-Ather wurden mit einem Varian 1400-
Gaschromatographen gemessen. Detektor FID, Injektortemp. 275 °C,
Temperaturprogramm: 100—300 °C, 2 °C/min; Diinnfilmglaskapillarsdu-
len (25m, 0,3 mm Innendurchmesser) belegt nach statischer Methode®.
Es wurde Alkaliglas (Hilgenberg-Glas, Malsfeld) verwendet; Kapillar-
sdulenziehgerdt Hupe und Busch.
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Extraktion und Trennung der Steroidfraktion
1. Einzelurinproben

2 ml Urin wurden auf eine Siule mit 5 g XAD-2% gegeben und mit
20 ml Wasser entsalzt. Die adsorbierten Stoffe wurden mit 30 ml Methanol
eluiert. Der im Vak. getrocknete Methanolextrakt wurde mit 20 ml 0,1M-
Acetatpuffer versetzt und mit 0,2 ml Helicase (3 X 108 Roy-Einheiten
Sulfatase wund 2 x 105 Fishman-Einheiten B-Glucuronidase) 3 Tage Dbei
38 °C inkubiert. Die freien Steroide wurden durch dreimalige Extraktion
mit je 20 ml Essigester gowonnen. Der Essigesterextrakt wurde in 50 ul
Methanol gelést und davon 1 pl nach Silylierung zur Aufnahme der Steroid-
profile verwendet.

2. Gepoolter Urin

900 ml Sammelurin von 2—6 Tagen alten Knaben wurden bis zur
Verarbeitung bei — 18 °C gelagert. Die Schwebstoffe wurden durch Zentri-
fugation entfernt.

Zur Abtrennung der org. Bestandteile wurde der Urin auf eine Saule
von 1kg Adsorberharz Amberlite XAD-2 (Rohm & Haas) gegeben, mit
1,21 Wasser entsalzt und die adsorbierten Stoffe mit 21 Methanol eluiert.
Der Methanolextrakt wurde in 300 ml Wasser aufgenommen und durch
dreimaliges Ausschiuitteln mit je 300 ml Didthylather die freien Steroide
(Fraktion A) extrahiert.

Die wéfir. Phase wurde mit Acetatpuffer auf pH 4,8 eingestellt und
drei Tage unter Ny bei 37 °C mit 20 x 10 Fishman-Einheiten {$-Glu-
curonidase inkubiert. Die verseiften Steroide wurden 3mal mit je 300 ml
Essigester extrahiert. Durch Ausschiitteln mit 200 ml 2N-NaOH unter
Eisktihlung wurden die sauren Bestandteile entfernt (BII = 217 mg).
Der Essigesterextrakt (Fraktion BI} wog 258 mg.

Chromatographie an Sephadex LH-20

Fraktion A und BI wurden in je 20 ml Athanol geldst und auf eine
Sephadex LH-20 Siule gegeben. Als Laufmittel wurde Athanol verwendet.
Nach einer Abnahme von 100 ml Vorlauf wurden je 7 Fraktionen auf-
gefangen (A;—Avy und BI;—BI5). Die Inhalisstoffe dieser Fraktion wurden
ohne Derivatisierung in der Kombination GC—MS untersucht. Wenn im
Gaschromatogramm keine ausreichende Trennung angezeigt wurde, wur-
den die Sephadexfraktionen auf DC-Platten (20 X 20 cm, 0.5 mm Schicht-
dicke, Laufmittel Chloroform/Methanol 9 : 1) vorgetrennt.

Fraktion A: Hauptmenge der Steroidfraktion war Cholesterin, diese
Fraktion wurde nicht weiter untersucht.
Fraktion BI: Sephadex LH-20 Vortrennung.

Athanoleluat Fraktion Inhaltsstoffe

100—280 ml BI, Cholesterin, B-Sitosterin

280320 ml Bl Cholesterin, Pregnane

320—340 ml Bl;s Cholesterin, Pregnane, Androstane
340—360 ml BI; Pregnane, Androstane

360—380 ml BI; Pregnane, Androstane

380-—44.0 mi Bl Pregnane, Androstane

440—640 ml BI; keine Steroide
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B-Sitosterin (43)

Sephadexfraktion Bl;, DC-Zone 2 (RBy 0,15—0,27).

MS: 414 (60, M+), 399 (15), 396 (20), 381 (10), 354 (4), 329 (15), 303 (25),
285 (3), 273 (10), 255 (15), 231 (10), 214 (10), 213 (21), 205 (5), 199 (11),
185 (5), 173 (51), 159 (15), 145 (15).

Cholest-4-en-3-on (44)

Sephadexfraktion BIy, DC-Zone 3 (Ry 0,27—0,41).

MS: 384 (100, M+), 369 (35), 356 (4), 353 (10), 342 (25), 327 (11),
300 (19), 299 (21), 286 (4), 271 (30), 261 (51), 255 (29), 245 (15), 229 (71),
201 (11), 175 (29), 161 (12), 147 (17), 133 (15), 124 (39).

3 B-Hydroxy-5 a-pregn-16-en-20-on (45)
Sephadexfraktion BIy, DC-Zone 3 (B 0,27—0,41).

MS: 316 (80, M+*), 301 (22), 298 (10), 283 (50), 273 (74), 265 (19),
255 (86), 239 (12), 213 (14), 201 (21), 187 (22), 173 (30), 161 (51), 145 (45),
133 (42), 119 (48).

30,11 B,20 a-Trihydroxy-§ B-pregnan (46)
Sephadexfraktion Blz, DC-Zone 2 (Ry 0,15—0,27). Retentionsindex:
OV-101 2890 (Vergleichsverb.: 2887), SE-30 2900 (Vergleichsverb.: 2900).

MS: 336 (2, M+), 318 (30), 285 (25), 274 (10), 267 (17), 255 (19), 246 (6),
241 (14), 232 (62), 214 (40), 199 (27), 187 (15), 174 (15), 173 (22), 160 (22),
159 (40), 147 (35), 133 (41).

3 B,17 w-Dihydroxy-pregn-5-en-20-on (47)
Sephadexfraktion By, DC-Zone 2 (Ry 0,15—0,27).

MS: 332 (31, M+), 317 (1), 314 (5), 299 (6), 289 (22), 271 (16), 253 (21),
245 (4), 239 (10), 213 (5), 199 (14), 185 (6), 171 (10), 159 (21), 145 (21).

3 B-Hydroxy-pregn-5-en-20-on (48)
Sephadexfraktion BIs, DC-Zone 3 (R 0,27—0,41).

MS: 316 (65, M+), 301 (20), 298 (17), 283 (21), 273 (10), 265 (5), 255 (8),
241 (3), 231 (15), 213 (3), 205 (28), 187 (6), 173 (6), 159 (20), 145 (29).

3 a-Hydroxy-5 B-pregnan-20-on (49)

Sephadexfraktion BlIs, DC-Zone 4 (R; 0,41—0,55). Retentionsindex:
SE-30 2702 (Referenzsteroid SE-30, 2700).

MS: 318 (25, M), 300 (100), 285 (51), 272 (3), 267 (5), 258 (8), 246 (14),
229 (7), 215 (25), 205 (19), 204 (23), 191 (28), 190 (30), 187 (24), 175 (15),
161 (25), 145 (28), 131 (26).

16 «-Hydroxy-androst-4-en-3,20-dion (50)
Sephadexfraktion Blg, DC-Zone 5 (Ry 0,65—0,69).

MS: 302 (93, M~), 284 (30), 274 (4), 271 (4), 260 (2), 245 (2), 243 (1),
230 (46), 229 (40), 215 (29), 212 (14), 199 (14), 188 (13), 187 (25), 174 (15),
173 (16), 124 (51), 105 (100).
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3 8-Hydroxy-androsta-5,7-dien (51)
Sephadexfraktion Bls, DC-Zone 5 (Ry 0,55—0,69).

MS: 272 (89, M), 257 (20), 254 (51), 239 (100), 256 (5), 255 (6), 213 (38),
199 (30), 197 (16), 183 (19), 171 (17), 158 (23), 157 (27), 143 (64), 131 (41),
119 (61), 105 (61), 91 (92).

3 B-Hydroxy-androst-5-en (52)
Sephadexfraktion Bly, DC-Zone 6 (Rf 0,69—0,84).

MS: 274 (34, M+), 259 (15), 256 (24), 241 (51), 214 (6), 199 (7), 189 (39),
173 (15), 163 (60), 145 (51), 135 (43), 119 (45), 105 (81), 91 (96), 41 (100).

Androst-4-en-3,17-dion (53)
Sephadexfraktion Bls, DC-Zone 6 (Ry 0,68—0,84).

MS: 286 (57, M+), 271 (), 268 (5), 258 (6), 244 (45), 229 (6), 216 (8),
215 (9), 201 (21), 187 (10), 173 (14), 159 (20), 148 (34), 124 (66), 91 (100).

Androst-4-en-3-on (54)
Sephadexfraktion Blg, DC-Zone 6 (Ry 0,69—0,84).

MS: 272 (51, M), 257 (20), 241 (5), 239 (10), 230 (81), 215 (29), 207 (39)
201 (20), 187 (89), 174 (25), 161 (31), 157 (40), 149 (21), 124 (38), 41 (100).

Synthese von 3 B-Hydrozy-androsta-5,7-dien

0,5 g Dehydroepiandrosteron wurden in 8 m! Triglykoll, 2,5 ml n-Butanol
und 2 ml 98proz. Hydrazin unter RiickfluB erhitzt. Innerhalb von 2 Stdn.
wurde 1g KOH zugegeben. AnschlieBend wurde das Lésungsmittel ab-
destilliert und das Reaktionsgemisch weitere 4 Stdn. auf 210 °C gehalten.
Nach Umkristallisation aus Methanol wurden 0.4 g 3 8-Hydroxy-androst-
5-en erhalten.

Dieses wurde in trockenem CCly geldst und mit 0,3 g N-Bromsuccinimid
und 10 pg Benzoylperoxid unter Rackflufl gekocht. Das entstandene Suc-
cinimid wurde abfiltriert und das Filtrat eingeengt. Das Rohprodukt der
Bromierung wurde mit 1,5 ml Collidin und 10 ml Xylol 1,5 Stdn. erhitzt.
Nach dem Abkithlen wurde das Collidinhydrobromid abfiltriert und das
Filtrat mit verd. HCl gewaschen.

Das Reaktionsprodukt wurde in der Kombination Gaschromatograph—
Massenspektrometer untersucht.

MS: 272 (91%, M+), 257 (21), 254 (55), 239 (100), 256 (5), 255 (7),
213 (40), 199 (31), 197 (14), 183 (15), 171 (15), 158 (25), 157 (26), 143 (69),
131 (41), 119 (58), 105 (58), 91 (89).

Herstellung der Trimethylsilyldther

Die Proben wurden in methanol. Lésung in kleine Reaktionsréhrehen
gebracht und das Lésungsmittel abgesaugt. Nach Zusatz von 10 pl N.
Methyl-N-trimethylsilyltrifluoracetamid (MSTFA)22 wurden die Rohr-
chen zugeschmolzen und 24 Stdn. bei Zimmertemp. gehalten. Das Reak-
tionsgemisch wurde ohne weitere Aufarbeitung in der Kombination GC—MS
untersucht.
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