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Analytical Data of Flunitrazepam (Rohypnol), a New Benzodiazepine-Derivative,
in Special Consideration of its Metabolites

Summary. The article describes analytical data (TLC, GLC, IR, UV and MS) of
flunitrazepam, 7-amino-flunitrazepam, desmethylflunitrazepam, 3-hydroxyfluni-
trazepam, 7-amino-desmethyl-flunitrazepam and many other benzodiazepine-
derivatives, especially aminobenzophenones. Also extraction from biological
specimen is reported.
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Zusammenfassung. In der Arbeit werden analytische Daten (DC, GLC, IR, UV,
MS) von Flunitrazepam, 7-Aminoflunitrazepam, Nor-Flunitrazepam, 3-Hydroxy-
fluhitrazepam, 7-Amino-nor-flunitrazepam und zahlreichen anderen Benzodia-
zepinen und Aminobenzophenonen mitgeteilt. Weiterhin wird iiber die Aufar-
beitung biologischen Untersuchungsmaterials berichtet.

Schliisselwérter: Analytik, Flunitrazepam — Flunitrazepam — Rohypnol

Mit Flunitrazepam (in Osterreich und in der Schweiz im Handel, in der Bundesre-
publik Deutschland z. Zt. noch in klinischer Erprobung) wurde ein neues Benzodia-
zepinderivat entwickelt, dem nach Sternbach (1971) eine ausgepriigte pharmakologi-
sche Wirksamkeit zukommt.

*  5-(o-Fluorphenyl)-1,3-dihydro-1-methy!-7-nitro-2H-1,4-benzodiazepin-2-on
** Herrn Professor Dr. Dotzauer zum 65. Geburtstag gewidmet
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Abb, 1. Schematische Darstellung der Biotransformation von Flunitrazepam

Nach Angaben des Herstellers besitzt Flunitrazepam besonders starke sedative und
hypnotische Komponenten im Wirkungsspektrum, wahrend anxiolytische, muskel-
relaxierende und antikonvulsive Eigenschaften in den Hintergrund treten.

Wie alle Benzodiazepine kann Flunitrazepam zusammen mit anderen zentral wirk-
samen Pharmaka zu Wirkungsverstirkungen fithren. Insbesendere die individuelle
Reaktion mit Alkoho! diirfte vom verkehrsmedizinischen Standpunkt aus betrachtet
von Interesse sein. Dariiber hinaus soll es nach der Verabreichung von Flunitrazepam
wiederholt zum Erscheinungsbild der anterograden Amnesie gekommen sein.

Bisher liegen vor allem Verdffentlichungen zum gaschromatographischen Nach-
weis von Flunitrazepam vor (Cano et al. 1977, de Silva et al. 1974, 1976). Uber die
Biotransformation berichten Kaplan et al. 1974.

In der vorliegenden Arbeit sollen chromatographische und spektroskopische Daten
der Metaboliten sowie Untersuchungen zum Nachweis und zur Gewinnung aus bio-
logischem Material mitgeteilt werden. Beziiglich allgemeiner Daten (z. B. Ldslich-
keit, Schmelzpunkt, Toxizitit, Vorproben) vgl. Schiitz (1978).

Biotransformation

Nach Cano et al. (1977) ist fir die Biotransformation von Flunitrazepam das in Abb. 1
wiedergegebene Schema giiltig, das in vielen Einzelheiten Analogien zum Stoffwechsel
von Clonazepam (Eschenhof 1973; Pfeifer 1975) und Nitrazepam (Beyer 1971, 1975;
Beyer u. Sadée 1969, Pfeifer 1975, Pribilla 1965, Rieder 1965, 1973, Sawada u.
Shinohara 1978) aufweist.
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Diinnschichtchromatographische Daten

Tabelle 1. DC der Metaboliten (incl. Flunitrazepam und Nitrazepam)

Substanz: FlieBmittel: 12 b

Flunitrazepam 0,68 0,82
Nor-Flunijtrazepam 0,43 0,66
7-Aminoflunitrazepam 0,25 0,52
T-Acetamidoflunitrazepam 0,16 0,38
3-Hydroxyflunitrazepam 0,47 0,56
7-Amino-nor-flunitrazepam 0,13 0,43
Nitrazepam 0,43 0,70

2 Chloroform/Aceton (80+20;v/v)
Benzol/i-Propanol/Ammoniak konz. (80+20+1;v/v/v)

Tabelle 2. DC der bei einer sauren Hydrolyse entstehenden Aminobenzophenonderivatea’b

Substanz FlieBmittel: e 1vd
2-Amino-5-nitrobenzophenon 0,17 0,80
(z. B. aus Nitrazepam)

2-Amino-2’-chlor-5-nitrobenzophenon 0,17 0,82
(z. B. aus Clonazepam)

2’-Fluor-2-methylamino-5-nitrobenzophenon 0,43 0,92
(z. B. aus Flunitrazepam)

2-Amino-2’-fluor-5-nitrobenzophenon 0,23 0,75
(z. B. aus Nor-Flunitrazepam)

5-Amino-2’-fluor-2-methylaminobenzophenon 0,00 0,20
(z. B. aus 7-Aminoflunitrazepam)

2,5-Diamino-2’-fluorbenzophenon 0,00 0,08
(z. B. aus 7-Amino-nor-flunitrazepam)

2°-Chlor-2,5-diaminobenzophenon 0,00 0,48
(z. B. aus 7-Aminoclonazepam)

2-Amino-5-chlorbenzophenon 0,45 0,88
(z. B. aus Chlordiazepoxid, Diazepam oder Oxazepam)

2-Amino-2’, 5-dichlorbenzophenon 0,52 0,90
(z. B. aus Lorazepam)

5-Chlor-2-methylaminobenzophenon 0,70 0,96
(z. B. aus Diazepam)

5-Chlor-2-cyclopropylmethylaminobenzophenon 0,85 0,99

(z. B. aus Prazepam)

4 in 10%iger salzsauerer Losung etwa 15 min auf dem sied. Wasserbad erhitzen, danach neutralisieren
und bei alk. pH-Wert mit Athylacetat extrahieren

Nachweis weiterer Aminobenzophenone s. Ebel u. Schiitz (1977)

Benzol

d Chloroform/Aceton (90+10;v/v)

Hauptmetabolisierungsschritte sind demnach:
a) Desalkylierung in N-1-Stellung
b) Reduktion der 7-Nitrogruppe und evtl. Acetylierung des Amins.
¢) Hydroxylierung in 3-Stellung und Konjugatbildung.
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Gaschromatographische Daten

Gerit: Varian Aerograph Series 2100 mit FID, OT 280°C, ET 280°C, FID-Zuleitung 280°C;
Sdule: 1,5 m Glas, 2 mm ID, Chromosorb G, AW/DMCS (80/100 mesh), Trigergas: N,

Tabelle 3
Substanz Retentionsindizes?
3% SE-30 3% OV-17

Flunitrazepam 2652 3248
7-Aminoflunitrazepam 2695 3363
Nor-Flunitrazepam 2740 3390
7-Amino-nor-flunitrazepam 2859 3515
3-Hydroxyflunitrazepam Zers. Zers.

4 zur Berechnung der Retentionsindizes vgl. Berninger u. Méller
(1977), Kaiser (1970), Kovats (1958) und Post (1976)

UV-Spektren (in Athanol abs. gemessen)

Tabelle 4

Substanz UV-Spektrend

Flunitrazepam 237 (min)/253 (max)/287 (min)/311 (max)
7-Aminoflunitrazepam 243 (max)/312 (min)/352 (max)
Nor-Flunitrazepam 237 (min){252 (max)/285 (min)/310 (max)

7-Amino-nor-flunitrazepam 242 (max)/314 (min)/354 (max)
3-Hydroxyflunitrazepam 236 (min)/252 (max)/288 (min)/312 (max)
7-Acetamidoflunitrazepam 245 (max)/300 (min)/325 (max)

2 Maxima mit (max), Minima mit (min) gekennzeichnet, Hauptmaxima un-
terstrichen, Unicam SP 8000, Eichung mit Holmium.

Flunitrazepam wird, wie alle anderen in 7-Position nitrosubstituierten Benzodia-
zepine, praktisch vollstindig metabolisiert, was zur Folge hat, daR renal allenfalls
Spuren des unveridnderten Wirkstoffes ausgeschieden werden. Haupmetaboliten sind
Nor-Flunitrazepam und insbesondere 7-Aminoflunitrazepam. Die Hydroxylierung in
3-Steltung tritt, verglichen mit der Biotransformation von Diazepam oder Prazepam,
deutlich in den Hintergrund. Uber die Priparation der einzelnen Metaboliten soll ge-
sondert berichtet werden (Ebel und Schiitz, 1978). Nachstehend werden zunichst die
wichtigsten chromatographischen und spektroskopischen Daten mitgeteilt.

In allen Fillen aufsteigende DC, keine besondere Aktivierung der DC-Fertigplatten Kieselgel
60 F 254 (Art Nr. 5715 Merck), Kammersittigung.
Detektion: relativ unspezifisch anhand der Fluoreszenzminderung, prim. Aminobenzophenone
nach Bratton u. Marshall (1939), genaue Arbeitsvorschrift s. z. B. Ebel u. Schitz (1977), sek.
Aminobenzophenone nach Desalkylierung (Ebel et al. 1977).

Im Hinblick auf die unterschiedliche Polaritit der Aminobenzophenone ist eine Verwendung
beider FlieBmittel (III und IV) zu empfehlen, da nur so eine befriedigende Differenzierung mog-
lich ist.
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Abb. 2. Massenspektren von Flunitrazepam, 7-Aminoflunitrazepam, 7-Acetaminoflunitrazepam,
Noz-Flunitrazepam (Direkteinlal, 70 eV)
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Massenspektren

Gerii: Varian Mat 101 (Direkteinlal)

Ionenquellentemperaturen: cO
Flunitrazepam 76
7-Aminoflunitrazepam 78
Nor-Flunitrazepam 120
7-Amino-nor-flunitrazepam 144
3-Hydroxyflunitrazepam 88
7-Acetamidoflunitrazepam 164

Die Massenspekiren sind in Abbildung 2 wiedergegeben.

IR-Spektren

Gerit: Perkin-Elmer 337/KBr-Presstechnik (1 mg/300 mg KBr)
Die IR-Spektren sind in Abb. 3 wiedergegeben.

Extraktion aus biologischem Material

Zur Untersuchung gelangte der Harn von Patienten, denen 2,0 mg Flunitrazepam i. V. im Zu-
sammenhang mit chirurgischen Mafinahmen einmalig verabreicht wurden. Hierbei wurden die
ersten 600 ml Harn gesammett.

Die Harnproben wurden zunichst zur Konjugatspaltung bei pH 5,5 und 37°C mit g-Glukuroni-
dase 30 U/ml/Arylsulfatase 20 U/ml (Fa. Merck/L industrie biologique francaise S. A., Genevillers,
Seine) inkubieri (Zeitdauer: Etwa 18 Stunden; Konzentration: 0,5-1,0 Vol%).

Die Extraktion der Metaboliten erfolgte bei pH 10-11 mit Essigsduredthylester. Die ver-
einigten Essigesterextrakte wurden im Vakuumrotationsverdampfer eingeengt und anschliefend
untersucht.

Ergebnisse

Die Untersuchungen erbrachten folgende Ergebnisse:

a) Flunitrazepam konnte allenfalls in unbedeutenden Spuren nachgewiesen werden.
b) Aufgrund unserer Untersuchungen ist 7-Aminoflunitrazepam als Hauptmetabolit
anzusehen.

¢) Nebenmetaboliten sind: Nor-Flunitrazepam, 3-Hydroxyflunitrazepam und 7-Acet-
amidoflunitrazepam (letzteres wurde ebenfalls lediglich in Spuren ausgeschieden).
Im Rahmen eines iblichen screening-Tests iiber die bei der sauren Hydrolyse ent-
standenen Aminobenzophenonderivate (Einzelheiten s. Geldmacher —von Mallinckrodt
1975 u. 1976 sowie Ebel u. Schiitz 1977) konnten folgende Substanzen mit Hilfe der
Reaktion nach Bratton u. Marshall (1939) bei entsprechenden Rf-Werten angeféirbt
werden:

5-Amino-2’-fluor-2-methylaminobenzophenon
(aus 7-Aminoflunitrazepam)
2-Amino-2’-fluor-5-nitrobenzophenon (in Spuren)
(aus Nor-Flunitrazepam).

Untersuchungen zur Pharmakokinetik und quantitativen Bestimmung sind vorge-
sehen und sollen Gegenstand einer spiteren Publikation werden.
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