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(Eingegangen am 15. Jul i  1975) 

A Study o] Steroids Eliminated in the Urine o] the Newborn by 
Combined Glass Capillary Gas Chromatography and ~Viass Spec- 

trometry 

The steroids in tho urino of newborn babies were inves- 
tigated by glass capillary g~s chromatography--n~ass spectro- 
metry. In  addition to those steroids Mready known, the com- 
pounds 1, 8, 37, and 43-54 wer~ identified as steroidM 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, m~d of 3 ~-hydroxy-androsta-5,7-diene, 51. 

Stoffwechselerkrankungen manifest ieren sieh hgufig durch stark 
vermehrte Ausscheidung eines oder mehrerer Metabolite im Hart1. Aus 
dem Auftreten hoher, normalerweise nieht vorhandener Peaks in 
Gasehromatogrammen yon Ausseheidungsprodukten (sogenarmten ,,Aus- 
seheidungsprofilen") konnten bisher unbekannte Stoffweehselerkran- 
kungen aufgespiirt werden I-~. Dieses Verfahren der Diagnosestellung 
durch Aufnahme yon Ausscheidungsprofilen dfirfte nnserer l~[einung 
nach in Zukunft erheblich an Bedeutung gewinnen. Grundbedingung fiir 
derartige Untersnchungen ist die Kenntnis der Struktur der Stoff- 
weehselprodukte, die unter normalen Bedingungen ausgeschieden 
werden. Leider ist unser Wissen in dieser Hinsieht beseheiden. Dazu 
kommt, dab aus der Nahrung stammende Stoffwechselprodukte die 
Profile teilweise ver~ndera. I)a wir in der Kombination Glaskapillar- 

* I terrn  Prof. Dr. O. Hromatka zum 70. Geburtstag gewidmet. 
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gasehromatographie und Massenspektrometrie ein sehr wirkungsvolles 
Trenn- und Identifizierungsverfahren zur Verffigung haben, stellten wir 
uns die Aufgabe, die im Hum auf~retenden Produkte zu ideatifizieren. 
Um Komplikationen durch unterschiedliehe Nahrungsaufnahme zu 
vermeiden, un~ersuchten wir den Harn eines Kollektivs gleieh ernghrter 
Personen, ngmlieh yon Neugeborenen. In der vorliegenden Arbeit wird 
fiber die Steroidausseheidung beriehtet. 

Harn enthglt eine fast uniibersehbare Zahl yon Metaboliten in sehr 
unterschiedliehen Mengenverhgltnissen, so dab auch mit modernen 
Analysenverfahren ausgefiihrte Untersuchungen eme zumindest teil- 
weise Vortrennung erforderlieh machen. 

Voa besonderer Wirksamkeit als Trennverfahren fiir biologisehes 
Material ist die Glaskapillargaschromatographie wegen der geringen 
Zahl notwendiger Vortrennsehritte, der hohen Trennschgrfe und des 
geringeIl Substanzbedarfs. Eine eindeutige Iden~ifizierung w~tre dureh 
Messung der Kovatsindices mSglich 4, doch miil~ten hierzu isotherme 
]3edingungen eingehalten werden. Die im t tarn  ausgeschiedenen Pro- 
dukte unterseheiden sich in ihrer Fliichtigkei~ so stark, dal] ihre gemein- 
same Erfassung nur bei Temperaturprogrammierung mSglich ist. Daher 
sind Gaschromatogramme ein und desselben Gemisehes aueh bei sorg- 
fiiltiger Einhaltung der Arbeitsbedingungen zur Zeit noch nicht soweit 
reproduzierbar, dal~ man identisehe t~etenSionszeiten erhglt und somit 
eine Identifizierung auf dieser Basis ausfiihren kSnnte. Daher ist ein 
zweites Charakterisierungsverfahren bei der Analyse so komplexer 
Gemische unbedingt erforderlich. Daffir kommt derzeit wegea des gerin- 
gen Probenbedarfs nur die Massenspektrometrie in Frage. 

W/~hrend die Kopplung eines Glaskapillargaschromatographen mit 
einem Massenspektrometer zur Untersuchung leicht fliiehtiger Kom- 
ponenten keine Schwierigkeiten maeh~ uud routinem~l~ig zur Aa~lyse 
yon Aromastoffen angewendet wird 5, 6, bereitete bisher die Analyse 
schwerer fliichtiger Stoffe gro~e Probleme, weft geeignete Kopplungs- 
techniken fehlten (z. B. Dichtungsmaterialien, Interface usw.). Dieses 
Problem ist mm teilweise gelSst, und entspreehende Ger~tekombi- 
nationen sind im H~lldel erh~Itlich. MSgliehkeiten und Grenzen dieser 
Geratekombination seien an t tand einer Analyse der im Neugeborenen- 
urin enthaltenen Steroide, die wit mit einem LKB 2091-Gergt aus- 
ffihrten, demonstriert : 

Seit der Beobachtung, dab Neugeborene eine gegeniiber Erwaeh- 
senen vSllig verschiedene Steroidausseheidnng zeigen 7-s, wurden die 
Steroide des Neugeborenenurins eingehend untersueht. Vor allem mit 
Hilfe der Kombination yon Gaschromatograph--Massenspektrometer 
ist die Struktur einer grol~en Zahl yon Steroiden aufgekls worden 10-~6. 
Trennungen an Glaskapillaren wurden vereinzelt beschrieben, doch ist 
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nut  bei wenigen Komponenten eine Strukturzuordnung auf Grund der 
~etentionszeiten getroffen worde~ 17, ~s 

Wie Abb. 1 zeigt, erh/~It man naeh elltspreehender Aufarbeitung 
(siehe exper. Teil) und Derivatisierung eine ausreiehende Trennung der 
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Abb. 1. Glaskapillarga~sehromatogramm der Steroidfra.ktion eines 5 Tage 
alten Kmdes. Die Sterolde wurclen, wie im exper. Tell besehrieben, in Tri- 
me~hylsilylderivate fiberffil~,t. LKB 2091-Ger~t, S E 30-D~nnfilm-Glas- 
kapillars/~ule, 25 m, Temperaturprogrammierung: 2~ vor~ I00--300 ~ 

Einspritzbloektemp. 275 ~ Tr/~gergas tIelium, 2 ml/min 

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

Trotz der offensiehtlieh ausreiehenden Trennu~g und Charakteri- 
sierung bereitet uns die Identifizierung der Komponenten erhebliehe 
Sehwierigkeiten. 

Dies hat folgende Gr~nde: Die Spektren derivatisierter Steroide geben 
ngmlieh in der Regel nut Informationen fiber das ~Iolekulargewieht der 
Vorbinclung und die gale1 anwesender tIydroxylgruppen. Eine Lokalisa- 
tion tier Substituenten oder gar die Ermitglung der Konfiguration gelingg 
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nur  in Sonderf/illen und setzt das Vorhandensein yon Vergleichsmaterial 
und einen exakton Vergleich aller Peakintensit/~ten voraus. Dieses Ver- 
gleichsmaterial fehlte uns in den moisten l~]len. Uberdies reieht die Qu~litgt 
der Spektren kleiner GC-Peaks in der Rege] nicht aus f/Jr exakte Intensit/~ts- 
vergleiohe. Es zeigte sich, dal3 zwar auch yon gaschromatographischen 
Peaks, die nu t  etwa 5% der Intensit/i t  der Hauptkomponente  (entspreehend 
einer Menge yon etwa 20 ng) erreichen, noch Massenspektren erh~ltlich 
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Abb. 9,a. TMS-Nther yon 3 c~-Itydroxy-5 ~-androstan-11,17-dion aus Neu- 
geborenenurin (Peak 5, Abb. i) 
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Abb. 2 b. TMS-A_ther yon 3 ct-Hydroxy- 5 ~-androstan- 11,17-dion 
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sind. Dieso weisen jedoch wegen der geringon Zahl registrierbarer Ionen 
stark verzerrte Intensit/itsworto auf, so dab eine derartigo Identifizierung, 
die auf Massen- und  Intensit~tswertvergleieh einzelner Ionen basiort, 
nicht mohr m6glich ist (siehe Abb. 2a und 2b). 

Dazu kommt, d~13 bei derartigen Messungen unvermeidbare Spuren 
yon Verunreinigungen zu den Ionenintonsitgten betr/iehtlieh beitragen. 
Da dieso Intensit~itsbeitr/ige aueh dureh Rechner nicht kompensierbar 
sind, fiihron sie zu einor ~,eiteren Yerschlechterung der Auswertbarkoit 
dot Spektren. 

~bordies lgl3t sieh bei der Anwendung milder Silylierungsreagentien 
(z. B. H M D S / T M C S )  nieht vermeiden, dal~ Silylierung yon Hydroxyl- 
gruppen nur  teilweise erfolgt, w/~hrend unter derberen l~eaktionsbedingun- 
gen auch Ketogruppen (nach Enolisierung) teilweise in Trimethylsilyl- 
derivate umgewandelt wurden. Die Folge davon ist, dal3 ein und  dieselbe 
Komponente zwei oder mehrere Deriv~te liefert, die z~,ar allo als getrennte 

m/e 
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Peaks im Glaskapillargasehromatogramm angezeigg werden, aber eine 
quantitative Erfassung erheblieh ersehwerem Zur l~'berwindung dieser 
Sehwierigkeilben wird zwar yon Horning i9 empfoMen, Ketone vor der Tri- 
methylsilylierung in Methoximderivate fiberzufiihren, eigene Versuehe 
zeigen jedoeh, dal? die Methoximbildung niehg quantita.tiv verl/~uft und 
die Bildung yon E- und Z-Isomeren zu zus/itzliehen Komplikationen f~ihrf.. 

Die Spektrelt ffeier Steroide zeigen im Gegensatz zu ihren Derivaten 
in der Regel oft Sehlfisselionen, die zumiltdest eine Lokalisierung der 
funktionellen Gruppen, teilweise abet aueh Angaben fiber deren Stellnng 
(~- oder ~-) erlauben i9, 2. 

Es w/ire daher wfinsehenswert, wenn man. auf eine Derivatisierung 
verziehten k6nnte. Es ist uns zwar gelultgen, aueh underivatisierte 
Steroide aft Kapillarss zu trenlten, doeh 1/~Bt sieh dieses Verfahren 
nieht bei der Untersuehung VOlt ttarltsteroiden a~wenden: 

1. Bei der Analyse yon freielt Steroiden finder elite viel st/trkere 
Adsorption am Ss start  als bei derivatisierten Steroiden, 
Spurenmengen werdelt mitunter total versehluekt. 

2. Die Trennleistung nimmt gegertfiber derivatisierten Steroiden 
erheblieh ab, so dag oft mehrere Komponenten ilt eiltem einzigen 
Peak auftreten. 

Trotz der erw~hnten Sehwierigkeiten ist die Messultg yon Retelttions- 
zeiten bei gleiehzeitiger Anfnahme yon Masse l t spek t ren-  selbst wenn 
diese yon sehleehterer Qualitgt s i n d -  in dan meisten Fallen fiir elite 
Identifizierung ausreiehend und damit die Anweltdung der Kombinution. 
yon Glaskapillargasehromatographie--3/[assenspektrometrie ffir Dia- 
gnosezweeke mSglieh. Notwendig ist dazu aber eine Sammlultg vor~ 
Vergleiehsspektren entspreehender Qualit/~t. 

Da dieses Vergleiehsmaterial nieht dureh Axiwendung der Kombi- 
ltatiolt yon Glaskapillargasehromatographie--Massenspektrometrie 
erhiltlich ist, warelt wir gezwungelt, I tar~ zu poolen, nm Material 
ansammeln zu k6nnen, und dieses zu reinigen, wodureh dann die n6tigen 
Vergleiehsspektre~ gewinnbar waren. 

Gepoolter Kiaderurin wurde zuniehst  an einer Amberlite XAD-2 
S/~ule entsalzt 21, danlt das die Steroidkonjugate enthaltene Methanol- 
eluat enzymatiseh verseift und an einer Sephadex LI-I-20-S~ule naeh 
Molekulargr6Be getreant. Die so erhaltenen Steroiclffaktionelt wurden 
an Kieselgel-Dfinnsehiehtplattelt weiter zerlegt und sehlieglieh die ein- 
zelnen Zonen der Dfinnsehiehtplatte naeh Elution mit Methaltol ohne 
Derivatisierultg im Kombinationsgedit G C - - M S  untersuehL Aui Grund 
der Spektrea konnten die einzelnen Verbindungen identifiziert werden, 
Zur Gewinnung der VergMehsspektren der fiir die Untersuehung irL der 
Kombination Glaskapillargasehromatograph--Massenspektrometer ge- 
eigneten Trimethylsilylderivate wurden die Gemisehe freier Steroide 
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am GC getremlt, in Glaskapillaren aufgefangen und davon dann Derivate 
hergestellt. Nach diesen Untersuchungen k6nnen 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 yon Steroiden mit einer Carbonyl- 
gruppe in der Stellung 11, weft man bisher aus dem Fehlen solcher 
Steroide im Neugeborenenurin annahm, dal~ Babies nicht zur Bildung 
yon Steroiden mit  einer Sauerstoffunktion in Stellung 11 befithigt sind. 

Oariiber hinaus konnten durch das oben gesehilderte Aufarbeitungs- 
verfahren noch eine l%eihe bisher als I-Iarnbestandteile unbekannter  
Spurensteroide gefunden werden, die auch bei einer Analyse mit  dem 
Glaskapillargaschromatographen (tells wegen ihrer kleinen 1Vienge, tells, 
well sie yon gr6~eren Peaks verdeckt sind) nicht faBbar sind. Von 
besonderem Interesse ist hierbei das Auffinden eines Steroids 46 mit  
einer I-Iydroxylgruppe in Stellung 11 und das Auftreten yon Steroiden 
mit  3-Oxo-4-en-Struktur 44, 50, 53, 54. Das Vorhandensein yon Steroiden 
mit  einem 5,7-Diensystem im H a m  war bisher ebenfalls noch unbekannt.  
Ob diesen Verbindungen eine physiologische Bedeutung zukommt,  1/~l~t 
sich noch nicht abschi~tzen. 

Diese Arbeit wurde aus Mitteln der Deutsehen Forschungsgemein- 
scha~t und Toto--Lot to-Mit te ln  des Landes Niedersachsen gef6rdert, 
woffir wir an dieser Stelle bestens danken. 

Experimenteller Teil 

Die gaschromatographische Trennung und Aufnahme der IVIassen- 
spektren von freien Steroiden erfolgte mit einem Varian MAT-Ci-I-7-Massen- 
spektrometer, kombiniert fiber einen Separator (Biemann-Watson-Typ) 
mit einem Varian 1700-Gasehromatograph. Ionisierungsenergie 70eV; 
1,50 m-Glassgule (Innendurehmesser 2 ram, 3% SE-30 auf Chromosorb W, 
AW, DMCS, 80--100mesh), Tr/~gergas He, 20ml/min, Injektortemp. 
270 ~ S/~ulentemp. yon 100 bis 300 ~ mit 10 ~ programmiert. 

Die Trennung und Aufnahme der Massenspektren yon TMS-J~thern 
erfolgte mit einem LKB 2091-Massenspektrometer mit einom LKB 2130- 
Datensystem (mit PDP l l-Rechner), Ionisierungsenergie 70 eV. ])or TIC 
wurde bei 20eV registriert. 25m Glaskapillars~ule (Innendurehmesser 
0,3 ram, SE-30-Dfinnfilm), Tr/~gergas I~e, 2 ral/min, Injektortemp. 275 ~ 
S~ulentemp. yon 100 bis 300 ~ mit 2 ~ programmiert. 

Die Retentionsindices der TMS-A_ther wurden mit einem Varian 1400- 
Gasehromatographen gemessen. Detektor JFID, Injektortemp. 275~ 
Temperaturprogramm: 100--300 ~ 2 ~ Dfinnfilmglaskapillars~u- 
]en (25m, 0,3 mm Innendurchmesser) belegt nach statiseher Methode 21. 
Es wurdo Alkaliglas (Hilgenberg-Glas, Malsfeld) verwendet; Kapillar- 
saulenziehger/~t Hupe und Busch. 
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E x t r a k t i o n  u n d  T r e n n u n g  de r  S t e r o i d f r a k t i o n  

1. Einzelurinproben 

2 ml Urin wurden auf eine Saule mit  5 g XAD-22~ gegeben und mit  
20 ml Wasser entsalzt. Die adsorbierten Stoffe wurden mit  30 ml Methanol 
eluiert. Der im Vak. getroeknete Methanolextrakt wurde mit  20 ml 0,1M- 
Aeetatpuffer versetzt und  mit  0,2ml tIeliease (3 • 106 t loy-Einheiten 
Sutfatase und 2 • 105 Fishman-Einhei ten ~-Glueuronidase) 3 Tage bei 
38 ~ inkubiert. Die freien Steroide wurden dureh dreimalige Extrakt ion 
mit  je 20 ml Essigester gewonnen. Der Essigesterextrakt wurde in 50 ~1 
Methanol gelSst und davon 1 ~zl naeh Silylierung zur Aufnahme der Steroid- 
profile verwendet. 

2. Gepoolter Urin 

900 ml Sammelurin yon 2--6 Tagen alton Knaben  wurden bis zur 
Verarbeitung bei - -  18 ~ gelagert. :Die Sehwebstoffe wurden dutch Zentri- 
fugation entfernt. 

Zur Abtrennung der org. Bestandteile wurde der Urin auf eine S~ule 
von 1 kg Adsorberharz Amberlite XAD-2 (Rohm & Haas) gegeben, mit  
1,2 1 Wasser entsalzt und die adsorbierten Stoffe mit  2 1 Methanol eluiert. 
Der Methanolextrakt wurde in 300 ml Wasser aufgenommen und durch 
dreimaliges Ausseh/itteln mit  je 300 ml Di/~thyl/ither die freien Steroide 
(Fraktion A) extrahiert. 

Die wal~r. Phase wurde mit Aeetatpuffer auf p i t  4,8 eingestellt und 
drei Tage unter  N2 bei 37 ~ mit  20 • 106 Fishman-Einheiten ~-Glu- 
euronidase inkubiert.  Die verseiften Steroide wurden 3ma] mit  je 300 ml 
Essigester extrahiert. Dureh Aussehiitteln mit  200 ml 2N-NaOIt  unter  
Eiskfihlung wurden die sauren Bestandteile entfernt (BII = 217rag). 
Der Essigesterextrakt (Fraktion BI) wog 258 rag. 

C h r o m a t o g r a p h i e  an  S e p h a d e x  L t I - 2 0  

Fraktion A und  BI  wurden in je 20 ml -A_thanol g..elSst und  auf eine 
Sephadex LH-20 Saule gegeben. Als Laufmittel wurde Athanol verwendet. 
Naeh einer Abnahme yon 100ml Vorlauf wurden je 7 Fraktionen auf- 
gefangen (A1--A7 und BI1--BIT). Die Inhaltsstoffe dieser Fraktion wurden 
ohne Derivatisierung in der Kombinat ion G C - - M S  untersueht. ~Venn im 
Gasehromatogramm keine ausreiehende Trennung angezeigt wurde, wur- 
den die Sephadexfraktionen auf DC-Plat ten (20 X 20 era, 0,5 mm Sehieht- 
dieke, Laufmittel Chloroform/lViethanol 9 : 1) vorgetrennt. 

Fralction A: t Iauptmenge der Steroidfraktion war Cholesterin, diese 
Fraktion wurde nieht welter untersueht. 

Fralction BI : Sephadex LIt-20 Vortrennung. 

~i_thanoleluat Fraktion Inhaltsstoffe 

100--280 ml BI1 
280--320 ml BIu 
320--340 ml BI~ 
340--360 ml I~I4 
360--380 ml BI5 
380---440 ml BI6 
440--640 ml BI7 

Cholosterin, ~-Sitosterin 
Cholesterin, Pregnane 
Cholesterin, Pregnane, Androstane 
Pregnane, Androstane 
Pregnane, Androstane 
Pregnane, Androstane 
keine Steroide 
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~-Sitosterin (43) 
Sephadoxfraktion BI1, DC-Zono 2 (R: 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) 

Seph~dexfraktion BII ,  DC-Zone 3 (R: 0,27--0,41). 

~VIS: 384 (100, -Y/+), 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 (ll),  175 (29), 161 (12), 147 (17), 133 (15), 124 (39). 

3 ~-Hydroxy-5 c~-pregn-16-en-20-on (45) 

Sephadexfruktion BI2, DC-Zone 3 (R: 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). 

3 ~,11 ~,20 ~-Trihydroxy-5 ~.pregnan (46) 

Seph~dexfraktion BI2, DC-Zone 2 (R: 0,15--0,27). Retentionsindex: 
0V-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 ~,l T a-Dihydroxy-pregn-5-en-20-on (47) 

Sephadexfraktion BI2, DC-Zone 2 (R$ 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 ~-Hydroxy-pregn-5-en-20-on (48) 
Sephadexfraktion BI3, 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 (23)~ 187 (6), 173 (6), 159 (20), 145 (29). 

3 a-Hydroxy-5 ~-pregnan-20-on (49) 
Sephadexlr~ktion BI3, DC-Zone 4 (R: 0,41--0,55). Retentionsindex: 

SE-30 2702 (l~eferenzsteroid 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 cr (50) 

Sephadexfraktion BI3, DC-Zone 5 (R: 0,55--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 ~-Hydroxy-androsta-5,7.dien (51) 

Sephadexfrakt ion BI4, DC-Zone 5 (Rf 0,55--0,69). 

M S :  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 ,~-Hydroxy-androst-5-en (52) 

Sephadexfrakt ion BI4, DC-Zone 6 (Rf 0,69--0,84). 

.MS: 274 (a4, 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) 

Sephadexfrakt ion BIs,  DC-Zone 6 (Rf 0,68--0,84). 

M S :  286 (57, M+), 271 (7), 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-g-en-3-on (54) 

Sephadexfraktion BI6, DC-Zone 6 (R/ 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 (4:0), 149 (21), 124 (38), 41 (100). 

Synthese yon 3 ~-Hydroxy-androsta-5,7-dien 

0,5 g Dehydroepiandrosteron wurden in 8 ml Triglykoll, 2,5 ml n-ButanoI 
und 2 ml 98proz. Hydraz in  unter  Riiekflu;3 erhitzt.  Imlerhalb yon 2 Stdn. 
wurde 1 g K 0 H  zugegeben. Anschliel~end wurde das L6sungsmittel  ab- 
destiltiert und das Reaktionsgemiseh weitere 4 Stdn. auf 210 ~ gehalten. 
Nach Umkristal l isat ion aus Methanol wurden 0,4 g 3 ~-Hydroxy-androst-  
5-en erhalten. 

Dieses wurde in trockenem CCla gelSst and  mi~ 0,3 g N-Bromsuccinimid 
und i0 ~g Benzoylperoxid unter  t~/iekflul3 gekoeht. Das entstandene Sue~ 
einimid wurde abfil tr iert  und das F i l t r a t  eingeengt. Das I~ohprodukt der 
Bromierung wurde mit  1,5 ml Collidin und 10 ml Xylol  1,5 Stdn. erhitzt.  
Naeh dem Abkiihlen wurde das Coll idinhydrobromid abfil tr iert  und das 
F i l t ra t  mi t  re td .  HCI gewasehen. 

Das l~eaktionsprodukt wurde in der Kombinat ion  Gasehromagograph~ 
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). 

t t e r s t e l l u n g  d e r  T r i m e t h y l s i l y t / i t h e r  

Die Proben wurden in methanol.  L6sung in kleine ReaktionsrShrchen 
gebraeht  und das L6sungsmitteI abgesaugt.  Naeh Zusatz yon 10 p.1 N- 
Methyl-N-tr imethyls i lyl t r i f luoraeetamid ( 3 I S T F A )  22 wurden die R6hr- 
chert zugesehmolzen und 24 Stdn. bei Zimmertemp. gehalten. Das Reak- 
tionsgemiseh wurde ohne weitere Aufarbei tung in der Kombinat ion  G C - - M S  
untersueht.  
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