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Zum Screening der Benzo- und Thienodiazepine
im Urin mit dem Emit ST und der DC
im Rahmen eines Suchtestes auf MedikamentenmifBSbrauch

H. Gruhl

Institut fiir Laboratoriumsmedizin, Zentralklinikum, Stenglinstr. 2, D-8900 Augsburg,
Bundesrepublik Deutschiand

Detection of Benzo- and Thienodiazepines by Emit ST and TLC
as Part of a Drug Screening Program

Summary. All 24 Benzo- and Thienodiazepines which are used in drugs in
the FRG were added to drug free urine in different concentrations and ex-
amined by Emit ST as well as by TLC. In addition the acid hydrolysis pro-
ducts of diazepines were analysed by TLC. A modification of the extraction
procedure is described, which shortens analysis time considerably. The de-
tection limits were determined and it will be discussed how both methods,
Emit and TLC, are suited for a wide-ranging drug screening program.
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Zusammenfassung: Alle 24 zur Zeit in der BRD auf dem Markt befindlichen
Benzo- und Thienodiazepine (abgek. Diazepine) wurden in verschiedenen
Konzentrationen einem medikamentenfreien Urin zugesetzt und sowohl mit
dem Emit ST als auch mittels Diinnschichtchromatografie (DC) untersucht.
Diinnschichtchromatografisch wurden zusétzlich die sauren Hydrolysepro-
dukte analysiert. Eine modifizierte Extraktionsmethode wird vorgestellt,
welche einen erheblichen Zeitgewinn mit sich bringt. Die Nachweisgrenzen
fiir Emit und DC wurden ermittelt, und es wird die Eignung beider Metho-
den im Rahmen eines breitgefacherten Drogensuchprogramms diskutiert.

Schliisselwirter: Benzodiazepine — Thienodiazepine — Emit ST — DC Such-
test auf Drogen



222 H. Gruhl
Einleitung

Benzodiazepine gehdren zu den am héufigsten gebrauchten und miBbrauchten
Medikamenten. Deshalb ist dem Nachweis von Benzodiazepinen im Rahmen
eines Screeningprogramms zur Diagnostik von Vergiftungen besondere Beach-
tung zu widmen. Als Suchprogramm fiir die Erkennung eines Medikamenten-
miBbrauchs hat sich die Diinnschichtchromatografie bewdhrt [1-4]. In den letz-
ten Jahren kommt auch der von der Fa. Syva-Merck vertriebene Emit ST ver-
mehrt zum Einsatz. Beide Verfahren weisen die Medikamente als Gruppe
nach, wobei bei der DC-Methode eine Teildifferenzierung moglich ist [5].

Ziel der Arbeit war es; beide Verfahren zum Nachweis der Diazepine im Urin
zu vergleichen. Hierbei ging es darum, die Analytik der Diazepine nicht iso-
liert, sondern als Teil des routinem#Big durchgefiihrten, breitgeficherten Dro-
gensuchprogramms zu betrachten. Die Nachweisgrenzen sollten durch Einsatz
definierter Mengen bis zu einer Konzentration von 0,5 mg/l abgeschatzt wer-
den. SchlieBlich interessierte uns besonders, wie sich die neu auf den Markt ge-
kommenen Imidazol-(Midazolam) und Triazol-(Alprazolam, Brotizolam, Tria-
zolam) substituierten 1,4-Benzodiazepine, das 1,5-Benzodiazepin (Clobazam)
und die Thienodiazepine (Brotizolam, Clotiazepam) in den beiden Nachweis-
verfahren verhalten.

Methoden

Emit ST. Die Untersuchungen mit dem Emit ST (Syva-Merck, Darmstadt) erfolgte gemiB der
beigefiigten Gebrauchsanweisung.

DC. Die diinnschichtchromatografische Untersuchung folgte im Prinzip den von Breiter [1],
Interschick et al. [3] und Winkelmann et al. [4] angegebenen Schemata. Die Extraktion der
Urine wurde von uns jedoch modifiziert, da hiermit, bezogen auf den gesamten Suchtest, ein
erheblicher Zeitgewinn ohne nennenswerte EinbuBe an Nachweisempfindlichkeit erreicht
wird. Das Eindampfen der Extraktionsiosungen mittels Rotationsverdampfer entféllt hierbei.
Zudem sind die nach unserer Methode gewonnenen Extrakte sauberer. Im einzelnen wurde
wie folgt verfahren:

Proben ohne Hydrolyse. Je 20 ml Urin wurden auf pH 2 (saurer Extrakt) bzw. 9-10 (basischer
Extrakt) eingestellt und auf je eine Extrelut 20 m! Extraktionssdule (Merck, Darmstadt) auf-
gezogen. Fiir den sauren Urinextrakt wurden 10 ml Ether auf die Saule gegeben, eine Minute
gewartet und dann weitere 10 ml Ether nachgegeben. Von dem dann austretenden Eluat wur-
den die ersten 4 m! aufgefangen und das Losungsmittel durch Uberblasen von Stickstoff bei
54°C verdampft. Der basische Extrakt wurde in gleicher Weise gewonnen, nur daf statt Ether
Dichlormethan/Isopropanol 85/15 (v/v) zur Elution verwendet wurde.

Die Extraktionsausbeuten wurden u. a. fiir die Benzophenone 2-Amino-5-chlorbenzophe-
non (ACB), 2-Amino-5-nitrobenzophenon (ANB) und 2-Amino-5-bromphenyl(pyridin-2-yl)-
methanon (ABP) mit der herkdmmlichen Extraktionsmethode (Elution mit 40 ml Ether, Ein-
rotieren, Aufnehmen in 2ml Methanol, Verblasen, Aufnehmen in Isopropanol) verglichen.
Dabei wurden die genannten Benzophenone in absteigender Konzentration bis zur Nachweis-
grenze parallel untersucht. Es zeigte sich kein Unterschied zwischen beiden Extraktionsver-
fahren. :

Die Riickstédnde wurden in 50l Isopropanol aufgenommen und 5pl hiervon in einem
1cm langen Strich auf die DC Platte Kieselgel 60 Fys4 (Merck, Darmstadt) aufgetragen. Die
Substanzen wurden 7min im Laufmittel Ethylacetat/Methanol/Ammoniak 25% 85/10/5
(v/v/v) entwickelt. Nach Trocknen der Platten erfolgte die Detektion durch Bespriithen mit
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Kaliumjodoplatinat {1], wobei sich die Benzodiazepine braun anfirben, bzw. mit Dragen-
dorffs Reagenz [1], mit dem sich die Diazepine als orangegelbe Flecke darstellen lassen.

Proben mit Hydrolyse. 30ml Urin wurden 15min mit 10ml konz. HCL unter RiickfluB3 ge-
kocht. Der hydrolysierte Urin wurde geteilt; je 20 ml auf pH 2 (saurer Extrakt) bzw. 9-10 (ba-
sischer Extrakt) eingestellt und wie oben beschrieben extrahiert. Neben den Proben wurden
als Referenzsubstanzen die Hydrolyseprodukte des Diazepams (MACB), Oxazepams (ACB),
Nitrazepams (ANB) und Bromazepams (ABP) mit aufgetragen. Die Platten wurden anschlie-
Bend in Toluol/Aceton 95/5 (v/v) 7 min entwickelt und nach dem Trocknen zur Desalkylierung
der Substituenten an N; 15min mit einer Hohensonne bestrahlt [6]. Die Hohensonne wurde
auf ihre Brauchbarkeit mit 5-Chlor-2-methylaminobenzophenon (MACB) gemif Schiitz [5]
gepriift und erwies sich als geeignet. AnschlieBend wurde die Diazokupplung nach Bratton
und Marshall [7] mit kaltem Spriihreagenz (Nitrit/Naphtylethylendiamin) durchgefiihrt. Hier-
bei farben sich die Diazepinhydrolyseprodukte, sofern sie eine kupplungsfihige Amino-
gruppe enthalten, rot bzw. violett an.

Alle Untersuchungen wurden mit aufgestocktem, medikmantenfreien Urin durchgefiihrt,
und zwar in folgenden Diazepinkonzentrationen: 0,5, 1, 2, 5, 10, 20, 50 und 100 mg/1.

Ergebnisse

Emit Test. Mit dem Emit ST werden alle Substanzen erfaf8t (Tabelle 1). Nach
Firmenangabe liegt die Nachweisgrenze, bezogen auf Oxazepam, bei 0,5 mg/l.
Dies kann fiir die meisten Verbindungen bestétigt werden. Einige wurden bei
1 mg/l positiv, Oxazolam erst bei 5 mg/l und Camazepam bei 20 mg/1.

DC Untersuchungen. Da im Emit Test vermutlich das Diazepin Grundgeriist er-
kannt wird, wurden dem Emit Test in Tabelle 1 die Ergebnisse der DC Unter-
suchungen der unhydrolysierten Harnproben (also mit intakter Diazepinstruk-
tur) gegeniibergestellt. Benzodiazepine kénnen beim Nachweis anderer basi-
scher Substanzen (Spriithreagenz ebenfalls Kaliumjodoplatinat) storen. Ande-
rerseits kann ein mit Kaliumjodoplatinat postiver Fleck ein Hinweis auf ein
Diazepin sein, welches mit der iiblichen Nachweisreaktion fiir Benzodiazepine
(Bratton-Marshall) nicht erfafSt wird. Deshalb wurde die Benzodiazepin-Detek-
tionsmoglichkeit durch Kaliumjodoplatinat in der Tabelle 1 mit aufgenommen.
Die Nachweisgrenzen in der DC (Detektion mit Kaliumjodoplatinat) liegen ho-
her als im Emit Test. Zu beachten ist auch, daf3 einige Verbindungen im sauren,
andere besser im basischen Extrakt nachweisbar sind. Die Nachweisgrenze
nach Besprithen der Platten mit Dragendorffs Reagenz lag gegeniiber Kalium-
jodoplatinat bei den meisten Diazepinen um die Hailfte niedriger (nicht in die
Tabelle aufgenommen).

Weder das Spriihreagenz nach Dragendorff noch Kaliumjodoplatinat weisen
eine Spezifitit fiir Diazepine auf. Deshalb hat es sich eingebiirgert, die Benzo-
diazepine zu den Benzophenonen zu hydrolysieren und die entstehenden pri-
méren Amine durch die Diazokupplung nach Bratton und Marshall nachzuwei-
sen. An Nj substituierte, also sekundire Amine, lassen sich zum Teil durch
UV-Bestrahlung zu priméiren Aminen desalkylieren und kénnen anschlieBend
ebenfalls durch Diazokupplung nachgewiesen werden [6]. Die Ergebnisse sind
in Tabelle 2 zusammengefa3t. Interschick et al. [3] weisen die Benzophenone
im sauren Extrakt nach, wihrend iiblicherweise die Detektion im alkalischen
Extrakt erfolgt. Um zu priifen, ob Unterschiede in der Nachweisempfindlich-
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Tabelle 1. Nachweisgrenzen der Diazepine ohne Hydrolyse im Emit ST und in der DC. Ange-
geben ist jeweils die niedrigste Konzentration, bei der der Test positiv ausfiel. s steht, wenn
zuerst der saure, b, wenn zuerst der basische Extrakt positiv wurde. Bei s/b zeigten beide Ex-
trakte die gleiche Nachweisempfindlichkeit. Sprithreagenz fiir die DC war Kaliumjodoplatinat

Name Emit ST bC
Konzentration mg/l Konzentration mg/l

051 2 5 10 20 50 05 1 2 5§ 10 20 50

Alprazolam + b

Bromazepam + b
Brotizolam + b

Camazepam + s
Clorazepat + s/b
Chlordiazepoxid + b

Clobazam + s
Clonazepam + s
Clotiazepam + s/b

Diazepam + s/b
Flunitrazepam  + s
Flurazepam + b

Ketazolam + b

Lorazepam + s
Lormetazepam + s/b
Medazepam + b

Midazolam + b
Nitrazepam + s
Oxazepam + s/b
Oxazolam + b
Prazepam + s/b

Temazepam + b
Tetrazepam + s/b
Triazolam + b

keit zwischen saurem und basischem Extrakt existieren, wurden beide Extrakte
untersucht. Zudem wurden die Diazepine entsprechend ihrer Struktur in drei
Gruppen geteilt. Gruppe I enthilt nur Verbindungen, welche keine Substituen-
ten an N; tragen. In Gruppe 11 sind die Benzodiazepine mit N;-Alkylsubstituen-
ten aufgenommen. Gruppe III enthilt schlieBlich die Substanzen, welche weder
nach Hydrolyse und UV-Bestrahlung noch durch Metabolisierung diazotier-
bare Amine liefern und somit dem Nachweis entgehen.

Wie zu erwarten war, werden am besten die Benzodiazepine der ersten
Gruppe nachgewiesen, da sie nach Hydrolyse direkt zum Azofarbstoff gekup-
pelt werden kénnen. Etwas hoher liegen z. T. die Nachweisgrenzen fiir die Ben-
zodiazepine der Gruppe II. Zum Gliick bilden alle Benzodiazepine der Gruppe
I Desalkylmetabolite, so da8 zumindest bei Uberdosierung ein Nachweis iiber
die Metaboliten erfolgen kann. Schwierigkeiten bereitet vor allem der Nach-
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Tabelle 2. Nachweisgrenzen der Diazepine nach Hydrolyse. Spriihreagenz war Nitrit/Napthyl-
ethylendiamin. Angegeben ist jeweils die Konzentration, bei der der Test zum erstenmal posi-
tiv wurde und zwar mit s, fiir den sauren, mit b, fiir den basischen Extrakt. s/b steht, wenn fiir
beide Extrakte gleiche Nachweisgrenzen gefunden wurden und —, wenn selbst bei einer Kon-
zentration von 100 mg/l weder mit dem sauren noch mit dem basischen Extrakt ein Nachweis
erfolgte

Name DC

Konzentration mg/l

0,5 1 2 5 10 20 50 100

| Bromazepam s/b
Clorazepat s/b
Chlordiazepoxid s/b
Clonazepam s/b
Lorazepam b s
Nitrazepam s/b
Oxazepam b ]
Oxazolam b s

| Camazepam s/b
Diazepam s/b
Flunitrazepam s/b
Flurazepam b
Ketazolam sfb
Lormetazepam s/b
Medazepam b
Prazepam s/b
Temazepam s b

III Alprazolam -
Brotizolam -
Clobazam -
Clotiazepam -
Midazolam -
Tetrazepam -
Triazolam -

weis von Flurazepam und Flunitrazepam. In einer Konzentration von 100 mg/l
zeigt Flunitrazepam im sauren und basischen Extrakt intensive gelbe Banden
etwas oberhalb von ACB, bei Flurazepam erhélt man im basischen Extrakt eine
gelbe Bande ca. 1cm iiber der Auftragslinie. Diese Banden firben sich mit
Bratton-Marshall grau an, z. T. mit violetter Umrandung. Die graue Farbe ist
offenbar eine Mischfarbe aus der urspriinglich gelben und etwas Violett der
Diazoreaktion. Um zu priifen, ob die geringe Nachweisreaktion auf eine un-
vollstindige Hydrolyse zurtickzufithren ist, wurde 30 min hydrolysiert und die
Reinsubstanzen mit auf die DC-Platte aufgetragen. Es ergab sich keine nen-
nenswerte Verbesserung des Nachweises, auch keine Bande in Hohe der Rein-



226 H. Gruhl

substanzen. Im Falle des Flunitrazepams trat jedoch zusitzlich eine intensiv
blau anfirbbare Bande unterhalb ABP auf, ebenso verstirkte sich eine bei
15min Hydrolyse nur schwach ausgeprigte blau anfarbbare Bande oberhalb
von ANB. Um zu priifen, ob die fotolytische Desalkylierung bei 15min UV-
Bestrahlung unzureichend ist, wurde 60 min bestrahlt. Hierbei zeigte sich eine
deutliche Intensivierung des violetten Anteils in der grauen Farbe, was ein Hin-
weis darauf ist, dafB} die fotolytische Desalkylierung der fluorierten Benzophe-
none nur in sehr geringem MaBe ablduft. Im Urin werden jedoch zum Teil de-
salkylierte Metaboliten ausgeschieden, im Falle von Flurazepam 2-Amino-5-
chlor-2’-fluorbenzophenon (ACFB), im Falle des Flunitrazepams 2-Amino-2'-
fluor-5-nitrobenzophenon (ANFB). Eindeutigere Nachweisreaktionen, wenn-
gleich auch erst in hoherer Konzentration, erhielten wir, wenn man nach Auf-
tragen der Proben auf die DC-Platte zuerst mit UV bestrahlt und anschlieBend
das Chromatogramm entwickelt. Hierbei ergeben sich jeweils in den basischen
Extrakten fiir Flunitrazepam eine rote Bande auf Hohe ANB und fiir Fluraze-
pam eine violette Bande auf Hohe ACB.

Im Gegensatz zu Flunitrazepam und Flurazepam liegt die geringe Nachweis-
reaktion des Medazepams in einer ungeniigenden Hydrolyse. Dies wurde durch
Parallelauftrag der Reinsubstanz bewiesen. Das ,,Hydrolyseprodukt* lduft fast
vollstindig auf Hohe der Reinsubstanz.

In Gruppe III der Diazepine wird in keinem Fall ein Nachweis erreicht.

Vergleich Emit ST-DC. 50 nicht selektierte Patientenurine, die zur toxikologi-
schen Analyse ins Labor gesandt wurden, wurden sowohl mit Emit ST als auch
mit dem routinemifBig durchgefithrten DC Suchtest untersucht. In 20 Proben
war nach der DC der Benzodiazepinnachweis positiv. Es fanden sich in 43 Pro-
ben (86%) tibereinstimmende Ergebnisse zwischen Emit ST und DC. In 6 Pro-
ben (12%) war die DC positiv, der Emit Test negativ; in einem Fall (2% ) war
der Emit Test positiv, der DC Suchtest negativ.

Diskussion

Der Emit ST stelit einen sehr schnellen und unkomplizierten Test dar. Der Preis
von ca. DM 15 pro Test liegt jedoch so hoch, daB der Emit ST als Screening Ver-
fahren nicht tragbar erscheint. Fiir die Diskussion der Nachweisgrenze darf der
hohe Variationskoeffizient im Emit ST nicht unerwihnt bleiben. Auch wenn es
sich hier nicht um einen quantitativen Test handelt, so bestimmt doch die Diffe-
renz der Extinktionen zwischen Probe und Kalibrator, ob der Test positiv oder
negativ ausfillt. Sutheimer et al. [8] geben fiir den Serum-Benzodiazepintest
bei einer Konzentration von 0,5 mg/l einen Variationskoeffizienten von 33% fiir
die Differenz der Extinktionen an. Wir fanden fiir den Urin-Benzodiazepintest
vergleichbare Werte. Fiir den Kalibrator fanden wir bei Messungen in der Serie
eine Standardabweichung von 20,1 bei einem Mittelwert von 297 (N = 69). Eine
Extinktionsdifferenz zwischen Probe und Kalibrator von kleiner * 20 ist daher
als fragliches Ergebnis zu interpretieren. Auf keinen Fall solite man nur auf den
positiven oder negativen Befundausdruck achten. Moglicherweise ist die hohe
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Ungenauigkeit des Tests auch der Grund, warum Schiitz [5] fiir Bromazepam
eine Nachweisgrenze von 2-5mg/l, wir jedoch 0,5mg/l finden. Zudem konnte
auch ein Unterschied in der Antikdrperqualitit von Charge zu Charge eine
Rolle spielen. So fanden wir zum Beispiel fiir Camazepam urspriinglich eine
Nachweisgrenze von 50-100mg/l, bei der Nachmessung mit einer anderen
Charge jedoch 10-20 mg/l.

Betrachtet man die Ergebnisse der hydrolysierten Proben mit der DC (Ta-
belle 2), so solite der Nachweis der Benzodiazepine der Gruppe I keine Schwie-
rigkeiten bereiten. Der Nachweis einiger in Gruppe II aufgefithrten Benzodia-
zepine kann wegen ungeniigender fotolytischer Desalkylierung oder nicht aus-
reichender Hydrolyse bereits Schwierigkeiten bereiten. Der Erfolg héngt hier
weitgehend davon ab, inwieweit desalkylierte Metaboliten bzw. Metabolite mit
Benzophenonstruktur im Urin ausgeschieden werden. Die Diazepine der
Gruppe III werden mit der Diazoreaktion nicht erfaBBt. Hierbei handelt es sich
hauptsichlich um neuere Substanzen, welche zudem sehr niedrig dosiert wer-
den. Der direkte Vergleich aus Patientenurinen zwischen Emit und DC zeigt je-
doch, daB3 immer noch bevorzugt Benzodiazepine der Gruppen I und II einge-
nommen werden. So fanden wir unter 50 Proben nur einen, der in der DC nega-
tiv und im Emit positiv war, wobei es sich moglicherweise um ein Benzodiaze-
pin der Gruppe III gehandelt haben konnte. Haufiger trat der Fall auf: DC po-
sitiv — Emit negativ. Unklar ist, welche Region der Diazepine im Emit Test er-
kannt wird, da so unterschiedliche Verbindungen wie Thienodiazepine oder
Triazolodiazepine, 1,5-Benzodiazepine etc. erfafit werden. Da im Urin zum
Teil nur Metaboliten ausgeschieden werden, ist es moglich, daBl der Emit Test
die Metaboliten nicht mehr erkennt und somit negativ wird, wihrend in der DC
nach Hydrolyse und Diazokupplung der Nachweis gelingt. Ebenso konnte bei
Vorliegen von Konjugaten der 3'-OH-Benzodiazepine, welche in der DC erfaft
werden, ein negativer Emitbefund resultieren, wie dies von Schiitz [5] fiir das
Oxazepam beschrieben wurde.

Sowohl der saure als auch der basische Extrakt 148t sich zum Nachweis der
Benzodiazepin-Hydrolyseprodukte heranziehen. Es zeigten sich kaum Unter-
schiede in den Nachweisgrenzen, wenngleich sich der basische Extrakt fiir
einige Benzodiazepine als etwas vorteilhafter erwies.

Zusammenfassend 146t sich sagen, daf die Benzodiazepin-Detektionsmog-
lichkeit im Rahmen des Drogenscreenings mit DC seit der Einfithrung der
neuen Diazepine erhebliche Liicken aufweist, da gerade diese nicht erfalit wer-
den. Hier kann der Versuch unternommen werden, {iber die nicht hydrolysier-
ten Verbindungen durch Ansprithen mit Kaliumjodoplatinat oder Dragendorffs
Reagenz, eventuell auch im Serum, den Nachweis zu fithren. Anhaltspunkte
kann die Tabelle 1, Spalte 3, geben. In den meisten Fillen wird jedoch die DC
der hydrolysierten Proben richtige Ergebnisse liefern. In ausgewdhlten Fillen
z.B. bei weiterem Verdacht auf Diazepinintoxikation bei negativem DC-Be-
fund kann der Emit ST hilfreich sein.
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Bei der Drucklegung dieser Arbeit teilte die Firma Syva-Merck mit, daf} inzwischen ein exak-
ter und kostengiinstiger arbeitendes Geriit (Selektivanalysator ETS™) entwickelt wurde.



