
Tetrdtdmn. Vol. 29. pp. 4017 to 4024. Pergamon Press 1973. Printed in Great Britain 

ZUR LOKALISIERUNG FUNKTIONELLER 
GRUPPEN IN STEROIDEN MIT HILFE DER 

MASSENSPEKTROMETRIE X’ 

X-IYDROXY-CHOLESTANE UND 3,5-DIHYDROXY- 
CHOLESTANE SOWIE DEREN ACETYLDERIVATE 

J. JOVANOWC 
Institut fiir Organische Chemie der Technologisch-Metallurgischen Fakultlt, YU Belgrad 

und 

G. SPITELLER* 
Organisch-Chemisches Institut der Universitlt Giittingen 

(Received in Gemany 9 May 1973; Received in the UK jorpublication 10 July 1973) 

ZusammenfassuneDie Massenspektren von Steroiden mit Hydroxylgruppen in den Stellungen 3 und 
5 sind durch Ionen gekennzeichnet, die durch Verll;st der C-Atome 14 entstehen. Besonders 
ausgepr@t ist diese Abbaureaktion bei Vorhandensein einer S/3-stindigen Hydroxylgruppe. Filr 
3&B-Dihydroxysteroide ist daneben die Abspaltung der C-Atome des Ringes A mit C-6 eine wichtige 
Spaltungsreaktion, die eine eindeutige Konfigurationsbestimmung gestattet. 

Neben diesen durch die funktionellen Gruppen bedingten Abbaureaktionen beobachtet man bei 
Cholestanderivaten die fiir den D-Ring typischen Spaltungsreaktionen. 3a,5-Hydroxycholestane 
kiinnen von ihren 3@-Isomeren an der bevorzugten Bildung eines Ions der Masse 247 unterschieden 
werden. 

Abstract-Mass spectra of steroids with hydroxygroups in position 3 and 5 are characterized by ions 
produced by elimination of C-l to C-4. These degradation reactions are especially important for 
steroids with a S&configurated hydroxygroup. 

In addition 3a,5&dihydroxysteroids loose the carbon atoms of ring A together with C-6 in a 
structure specific cleavage process, enabling an unambigiuous determination of the configuration. 
Apart from these degradation reactions caused by the presence of functional groups derivatives of 
cholestanes show the well known cleavage processes of ring D. 3&Dihydroxycholestanes may be 
differentiated from their 3p-isomeres by the preferential production of an ion of mass 247. 

Im Zusammenhang mit der Untersuchung der 
Struktur von Oxydationsprodukten des 3& 
Acetoxy-Sa-androstan-17-ens’ beschiiftigten wir 
uns mit der Konfigurationsbestimmung von Hy- 
droxylgruppen in der Stellung 5 am Steroidskelett. 
Urn zu sehen, wie weit dazu die Massenspek- 
trometrie beitragen kann, wurden die Massenspek- 
tren von 5-Hydroxycholestanen. 3$Dihydroxy- 
cholestanen und deren 3-Acetylderivaten’ studiert. 

Systematische Untersuchungen Bber die Massen- 
spektren von 5-Hydroxysteroiden wurden bisher 
nicht ausgefiihrt.* Allerdings zeigte kiirzlich 
Wyllie,’ dass sich die Spektren von 3/3,Sa-Dihy- 
droxycholestan und 4j3,5a-Dihydroxycholestan 
sehr iihnlich sehen und eine Unterscheidung der 
beiden Isomeren massenspektrometrisch nur 
schwer m6glich ist.’ Er empfahl daher eine Oxidati- 
on zu den entsprechenden S-Hydroxyketonen. Die 
von Wyllie’ gemachte Feststellung, dass 3,5-Dihy- 
droxysteroide hohe Neigung zur Abspaltung von 

l Nach Einsendung unseres Manuskriptes erschien eine 
Albeit zu dem gleichen Thema von A. Rotman. A. 
Mandelbaum und Y. Mazur (Tetrahedron 29.1303 (1973). 

C-l bis C-4 besitzen, wird durch Arbeiten von 
Reichstein’ und Brown’ an lhnlich gebauten Car- 
denoliden gestiitzt. 

Die bevorzugte Eliminierung von C-l bis C4 
wurde im Falle des 3&5/3-Dihydroxy-cholestans 
offenbar nicht beobachtet. Dagegen wird fiir diese 
Verbindung das Auftreten von Schliisselionen der 
Masse I10 und 249 als charakteristisch angegeben. 
Unsere eigenen Untersuchungen zeigen, dass die 
Autoren der Arbeit einem In-turn unterlegen sind, 
denn such fiir das 3/3,5/3-Dihydroxy-cholestan ist 
die Eliminierung von C-l bis C-4 typisch, und die 
Ionen der Masse 1 IO und 249 zeigen eine geringe 
Intensitit. 

Urn bessere VergleichsmBglichkeiten zu 
gewiihrleisten, haben wir das Spektrum des 3/3,5a- 
Dihydroxycholestans, das bereits Wyllie pub- 
lizierte, such in unsere Arbeit aufgenommen. 

A. 5-Hydroxy-cholestane 
Die Spektren von Sa-Hydroxycholestan (1) und 

S&Hydroxy-cholestan (2) sind durch hohe Neigung 
zur Abspaltung von Wasser gekennzeichnet (Abb 1 
und Abb 2). 
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Abb 1. Massenspektrum des Sa-Hydroxycholestans. 
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Abb 2. Massenspektrum des 5f3-Hydroxycholestans. 
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Durch Abspaltung einer Methylgruppe entstehen 
daraus M-33 Ionen. Weitere Abbauprodukte wer- 
den vorzugsweise durch Spaltungsreaktionen im 
D-Ringsystem und im A/B-Ringsystem gebildet: 
Durch Spaltung der Bindung zwischen C-17 und C- 
20 wird unter Verlust der Seitenkette das Ion der 
Masse 257 [M-(18+ 113)] gebildet.” Durch 
Eliminierung der Seitenkette zugleich mit C-16 und 
C-17 entsteht das Fragment der Masse 230 [M- 
(18+ 140)].” Die Spaltung zwischen C-13 und C-17 
sowie C-14 und C-15 fiihrt schliesslich zur Bildung 
der Ionen der Masse 216 [M-(18+154)] und 215 
[M-(18+ 15S)J.” 

Die Unterscheidung der beiden Isomeren 1 und 2 
ist mit Hilfe der Schltisselionen der Masse 332 und 
260 miiglich: Das Ion der Masse 332 entsteht durch 

Verlust der C-Atome 1 bis 4. Diese Reaktion ist bei 
dem Isomeren 2 mit S&st%ndiger Hydroxylgruppe 
stark ausgepragt, w&end sie bei dem Isomeren 1 
mit Sa-st%ndiger Hydroxylgruppe kaum ins 
Gewicht fallt. 

Die Abspaltung der C-Atome 1 bis 4 ist sonst 
typisch fur Steroide mit einer A’Doppelbindung im 
Ring A9.‘0 oder fur 3a-Hydroxysteroide bei cis- 
Vemilpfung des A/B-Ringes.“.” Das Ion der Masse 
260 im Spektrum des S&Hydroxy-cholestans (2) 
entspricht formal dem Verlust des Ringes A mit 
dem C-Atom 6 und 2 Wasserstoffatomen aus dem 
C/D-Ringsystem. Da diese Abbaureaktion in der 
isomeren Verbindung I praktisch nicht erfolgt, 
ermiighcht sie eine eindeutige Konfigurations- 
zuordnung. 
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B. 3,5-Dihydroxy-cholestane 
Fur 3,5-Dihydroxy-cholestane sind analoge Spal- 

tungsreaktionen wie filr 5-Hydroxyandrostan 
typisch, doch verlaufen die Abbaureaktionen 
wegen des Vorhandenseins einer zusitzlichen Hy- 
droxylfunktion meist etwas komplexer. 

Hauptspaltungsreaktionen sind wieder die Was- 
serabspaltung sowie der Abbau durch Spal- 
tungsreaktionen der Ringe A und D. Je nach der 
Stellung der vorhandenen Hydroxylgruppen ver- 
laufen die einzelnen Spaltschritte jedoch mit ver- 
schiedener Leichtigkeit und teilweise such in ver- 
schiedener Richtung. 

Bei Gegenwart einer /3-stlndigen Hydroxyl- 
gruppe in der Stellung 5 ist die Eliminierung der 
C-Atome 1 bis 4 auf Kosten von Spaltreaktionen im 

Y. 
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+ 
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Ring D begiinstigt. Diese Reaktion dominiert vor 
allem bei 3/3,5&Dihydroxycholestan (3), in dessen 
Spektrum praktisch nur ein der Abspaltung von 
HZ0 und C-l bis C-4 entsprechendes Ion der Masse 
332 (M-72) vorhanden ist (Abb 3). 1st die Hydroxyl- 
gruppe in der Position 3a-standig, so wie im 
3a,S/%Dihydroxycholestan (4), so tritt diese Reak- 
tion bedeutend an Intensitgt zurilck (Abb 4). 
Hauptspaltstilck ist das M-18 Ion. Daneben erreicht 
das Ion, das der Abspaltung beider Hydroxyl- 
gruppen entspricht (M-36) erhebliche Intensitlt. 

Abbaureaktionen, die auf Spaltungsreaktionen 
am oder im D-Ring bei gleichzeitiger Eliminierung 
von ein oder zwei Wassermolekiilen 
zuriickzufilhren sind, sind gekennzeichnet durch 
Fragmente der Masse 273 [M - (113 + 18)] und 255 

80. 

6 0. 

HO F 
4 0, OH 

I?2 MI ‘;!5 131 247 3Y i” 

80 120 160 200 240 280 3M 
184.5’ 973 ’ 297’ 303’ 

Abb 3. Massenspektrum des 3@.S&Hydroxycholestans. 
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Abb 4. Massenspektrum des 3a,5@-Dihydroxycholestans. 
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Ro& Roa*,c15+ 
OH OH 

3R=H 4R=H 
7 R = -COCH, 8 R = -COCH, 

SR=H 6R=H 
9 R = -COCH, 10 R = -COCH3 

[M - (I 13 + I8 + 18)J-Seitenkettenverlust-, 246 
[M-(140+18)], 228 [M-(140+18+18)]-Verlust 
der Seitenkette sowie C-17 und C-16, 231, 
232-Verlust des Ringes D+ 18--und 214, 
215-Verlust des Ringes D+ 18+ 18. 

Bemerkenswert ist im Spektrum von 4 (Abb 4) 
die Gegenwart von Ionen der Masse 247, die den 
Verlust von Hz0 sowie C-16, C-17 mit der Seiten- 
kette unter gleichzeitiger Verschiebung eines Was- 
serstoffs an das ABC-Ringsystem anzeigen. Offen- 
sichtlich werden diese Ionen bevorzugt aus solchen 
S-Hydroxysteroiden gebildet, die gleichzeitig noch 
eine 3a-standige Hydroxylgxuppe tragen. 

Wichtig zur Unterscheidung des 30,5/I-Dihy- 
droxycholestans von den anderen Isomeren 3, 5, 
und 6 sind Ionen der Masse 260. Diese zeigen for- 
mal den Verlust der C-Atome des Ringes A mit C-6 
an, ahnlich wie bei S/3-Hydroxycholestan dis- 
kutiert. 

Bei Gegenwart einer Sa-standigen Hydroxyl- 
gruppe, in dem 3B,Sa-Dihydroxycholestan (5) und 
% 

dem 3a,5a-Dihydroxycholestan (6), ist die Was- 
serabspaltung so begtlnstigt, dass die Molektilionen 
nur geringe Intensitlt erreichen (Abb 5 und Abb 6). 
Im Gegensatz zu Sa-Hydroxycholestan (1) tritt 
sowohl im 3&5a-Dihydroxycholestan (5) als such 
im 3a,Sa-Dihydroxycholestan (6) im betrgchtlichen 
Ausmass die Eliminierung von C-l bis C4 unter 
Bildung von Ionen der Masse 332 ein. Aherdings 
bleiben diese an Intensitlt hinter den entsprechen- 
den Ionen der Isomeren der 3,5/3Dihydroxy- 
cholestane (3) und (4) zurilck. Die fur den D-Ring 
Abbau typischen Fragmente, vor allem die der 
Masse 231 und 232 treten dagegen starker hervor 
als in den Isomeren 3 und 4. Eine Unterscheidung 
zwischen den Spektren von 5 und 6 gelingt mit 
Hilfe der Ionen der Masse 246 und 247: Im 3a,5a- 
Dihydroxycholestan (6), das eine 3cy-konfigurierte 
Hydroxylgruppe tragt, ist wie in 4-ebenfalls mit 
cy-konfigurierte Hydroxylgruppe-die Bildung von 
Ionen der Masse 247 unter Abspaltung von Wasser 
sowie der Seitenkette mit C-16 und C-17 unter 

Abb 5. Massenspektrum des 3fl,Sa-Dihydroxycholestans. 
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Abb 6. Massenspektrum des 3a,Sa-Dihydroxycholestans. 

gleichzeitiger Verschiebung eines Wasserstoffs an 
das ABC-Ringsystem starker begtinstigt als die Bil- 
dung der Ionen der Masse 246, die im Spektrum von 
5 dominieren. Dies ermiiglicht eine eindeutige 
Konfigurationszuordnung. 

C. 3-Acetoxy-5-hydroxy-cholestane 
Die wesentlichen massenspektrometrischen 

Abbaureaktionen der 3-Acetylderivate der Verbin- 
dung 3 bis 6 unterscheiden sich nicht sehr von 
denen der 3,5-Dihydroxycholestane. 
Hauptspaltungsreaktionen sind: 

1. die Abspaltung der Hydroxylgruppe in Form 
von Wasser 

2. die Abspaltung der Acetoxylgruppe in Form 
von Essigtiure 

3. die Abspaltung von Wasser und Essigslure 
4. die Abspaltung von C-l bis C-4, wodurch 

Ionen bei M-l 14 gebildet werden 
5. Verlust von Wasser und der C-Atome 16 und 

17 zusammen mit der Seitenkette (Ionen der Masse 
288) 

6. Abspaltung von Wasser, Essigdure und der 
C-Atome 16 und 17 zusammen mit der Seitenkette 
(Ionen der Masse 228) 

7. Abspaltung von Wasser und der C-Atome 15, 
16 und 17 (Ionen der Masse 274)-sowie unter 
gleichzeitiger Wasserstoffverschiebung aus dem 
ABC-Ringsystem (Ionen der Masse 273) 

8. Abspaltung von Wasser, Essigsaure sowie C- 
15, C-16, C-17 zusammen mit der Seitenkette und 
einem Wasserstoff aus dem ABC-Ringsystem 
(Ionen der Masse 213) 

9. Abspahung von Wasser, Essigsaure und der 
Seitenkette (Ionen der Masse 255). 

Bei Vorhandensein einer 5P-stiindigen Hydro- 
xylgruppe und einer B -standigen Acetoxygruppe in 
3-Stellung, niimlich im 3/3-Acetoxy-SP-hydroxy- 
cholestan (7), dominiert der Verlust von Essigsiiure 
und C- 1 bis C-4 als C4H6 (Abb 7). Alle anderen Spal- 
tungsreaktionen treten dagegen stark an Intensitiit 
zuriick. 

TElllA Vd.29,No.U 

Dieselbe Abbaureaktion unter Bildung eines M- 
114 Ions ist such bei 3a-Acetoxy-5 
&hydroxycholestan (8) von grosser Bedeutung, 
doch kommen hier such andere Zerfallsreaktionen 
zur Geltung, insbesondere die Abspaltung von 
Wasser und Essigslure (Abb 8). Zur sicheren Un- 
terscheidung von den anderen Isomeren ist das Ion 
der Masse 260 geeignet: Es entspricht wie bei dem 
analog gebauten 3a,S&Dihydroxycholestan (4) 
dem Verlust des Ringes A mit C-6. Wesentlich 
schlechter lassen sich 3&AcetoxyJa-hydroxy- 
cholestan (9) und 3a-Acetoxy-Sa-hydroxy- 
cholestan (10) massenspektrometrisch identifizi- 
eren, denn die Spektren von 9 und 10 unterscheiden 
sich voneinander nur beziiglich der Intensitats- 
wet-ten in den Ionengruppen der Massen 214 und 
215 sowie 273 und 274 (Abb 9 und Abb IO). 

Die Massenspektren von 5a- und S/3-Hydroxy- 
cholestan-3-on unterscheiden sich voneinander nur 
sehr wenig. Sie sind erwartungsgemass durch 
Spaltstiicke gekennzeichnet, die dem Verlust von 
Wasser entsprechen. Weitere Schliisselionen 
zeigen die Abspaltung von C-l bis C-4 an. Uberdies 
erfolgt der Abbau des Ringes D: [M- 
(113 + 18)]-Verlust der Seitenkette und 
Wasser-[M - (140 + 18)]-Verlust von C-16 und 
C-17 mit der Seitenkette+ H,O-[M - (154+ 18)] 
und [M-(155+ 18)]-Verlust von C-15, C-16 und 
C-17 mit der Seitenkette sowie Wasser. 

Ein Ion der Masse 124, das in dem von Wyllie4 
publizierten Spektrum Basisspitze ist, erreicht nur 
eine IntensitPt von etwa 30%. Dies zeigt, dass 
dieses Fragment sowie jenes bei M -60 aus 3- 
Keto-A*-cholesten entsteht, das durch thermische 
Wasserabspaltung vor der Ionisation gebildet wird. 
Offenbar konnten such wir eine teilweise Zerset- 
zung der Verbindung nicht vermeiden. 

Die Substanzproben stellten uns Frau Dr. 
Ljubinka Lorenc und Herr Dr. Miroslav GaSit von 
der chemischen Abteilung der Naturwissenschaft- 
lichen Fakultlt der Universitilt Belgrad liebens- 
wtirdigerweise zur Verftigung.’ Nur durch dieses 
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Entgegenkommen war die Ausftihrung dieser Ar- 
beit miiglich, wofiir wir such an dieser Stelle be- 
stens danken wollen. 

T. TovanoviC dankt der Alexander-von-Hum- 
boldt-Stiftung fiir die Unterstiitzung der Arbeit 
durch ein Stipendium. Der Deutschen Forschungs- 
gemeinschaft, dem Fonds der chemischen Industrie 
und der Schering AG Berlin danken wir fiir die 
Unterstiitzung der Arbeit durch Sachbeihilfen. 

EXPE-ELLERTEIL 

Aufnahme der Massenspektren: 
Die Massenspektren wurden mit einem Varian-MAT- 

CH4-Massenspektrometer, versehen mit einer E4B- 
Ionenquelle, durch direkte Einfiihrung der Probe in die 
Ionenquelle aufgenommen. Die Elektronenenergie betrug 
70 eV, die Ionenquellentemperatur wurde zwischen I00 
und 1 IO” gehalten. Die Verdampfungstemperatur der Pro- 
&n betrug 70-90”. 
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