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SUMMARY

Possibilities of reaction clhromarography: exemplified by the reactrion-chiromarographic
detection of nitrazepam ( Mogadan®)} and its major metabolites

An analytical method for the detection of aitrazepam and its major metabolites
is described. After separation in the first dimension of two-dimensional thin-layer
chromatography, the substances are derivatized by treatment with an acidified aqueous
solution of TiCl;. By means of combined hydrolysis and reduction nitrazepam and
its metabolites are converted on the plate to reproducible derivatives. following a
scheme that is also reported. The subsequent separation in the second dimension
permits exact identification by way of R, values and Bratton-Marshall detection.
Amounts as low as 0.02 xg can be detected. The article demonstrates the possibilities
of reaction chromatography and aims to induce other applications.

EINLEITUNG

Nach dinnschichtchromatographischen (DC) Trennungen liegen die zu unter-
suchenden Substanzen in der Regel unveriindert vor und kénnen als solche direkt auf
fer Platte nachgewiesen oder aus dem Sorbens eluiert werden. Eine Ausnahme bilden
elbstverstindlich Stofte. die dusseren Einfliissen gegeniiber labil sind und beispiels-
veise durch Licht, Wirme. Luftsauerstofl’ oder ungeeignete Fliessmittel verindert
verden.

Besonders bemerkenswert ist. dass zahlreiche sonst relativ inerte Substanzen im
“hemisorpt, d.h. beispielsweise in der aktiven Triagerschicht des Sorptionsmittels DC-
vsteme. zu Folgeprodukten reagieren konnen. die sich in vergleichbaren homogenen
osungen nur langsam oder tiberhaupt nicht bilden. Wilk und Mitarbeiter'— nehmen
ei derartigen Reaktionen eine Beteiligung des Trigermaterials an der Bildung des
Ibergangszustandes an, wobei es durch die Chemisorption zu einer Verinderung der

nergie des Grundzustandes kommen soll. Unsere eigenen Untersuchungen® legen
>n Schluss nahe, dass sich bei Derivatisierungsreaktionen im Chemisorpt viele der
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moglichen Produkte in vergleichbaren Ausbeuten bilden., wihrend in homogenen
Losungen ein bestimmter, kinetisch oder thermodynamisch besonders begiinstigter,
Rezktionsverlauf bevorzugt ist.

Auf eine priparative Nutzung des vorstehend ausgefiihrten Sachverhaltes soll
hier nicht niher eingegangen werden. Uns interessierte vielmehr die damit verbundene
erhohte analytische Aussagekraft. Die Anwendung auf zahlreiche. mit Hilfe der kon-
ventioneilen DC oft nur unzureichend 6sbare Trennprobleme bestiitigte in allen
Fillen die tberraschend gute Brauchbarkeit der Methode.

PRiINZIP DER REAKTIONSCHROMATOGRAPHIE

Vor der eigentlichen DC Trennung wird das Untersuchungsmaterial am Start-
punkt mit Hilfe einer geeigneten Reaktion derivatisiert. Die hierbei entstandenen
Folgeprodukte trennt man anschliessend durch Entwickeln der Platte. Falls die be-
treffende Substanz der gewihlten Derivatisterungsreaktion zugiinglich war. erhalt
man azuf diese Weise ein ~Derivatmuster”, dessen analytischer Aussagewert erheblich
iiber dem einer Trennung von Reinsubstanzen liegen kann. Oft ist diese Methode so-
ear der einzig gangbare Weg, um zu einer Unterscheidung eng verwandter Strukturcn
zu gelangen. Zur Derivatisierung ist grundsitzlich jede chemische Reaktion geeignet.
Besonders nutzbringend sind jedoch Agentien hoher Selektivitiit. So wiire es zum Bei-
spiel wenig sinnvoll, organische Substanzen mit Fluor zu behandeln. da hierbei das
Substrat in der Regel vollig zerstort wird. Auf der Suche nach gecigneten Derivati-
sierungsreagenzien iberpriiften wir zahlreiche Moglichkeiten, z.B. Umsetzungen mit
Chlor, Brom. Jod, Ozon. Stickstoffoxiden. Wasserstoffperoxid und photochemische
Reaktionen unter UV-Bestrahlung.

BEISPIELE FUR DIE ANWENDUNG DER REAKTIONSCHROMATOGRAPHIE

Besonders bewihrte sich z.B. eine Bromierungsreaktion bei der Unterschei-
dung der Barbiturate®®. Wir konnten zeigen. dass gesiittigte Barbiturate beim Begasen
mit Brom am Startpunkt der Dinnschichtichromatogramme keiner Derivatisicrung
zuganglich sind. cyclisch ungesattigie Barbiturate maximal zwei Folgeprodukte und
in der aliphatischen Seitenkette ungesittigte Vertreter dieser StofTklasse dret oder mehr
Derivate bilden. die sich dinnschichtchromatographisch gut differenzieren lassen. Auf
diese Weise konnten viele der zur Zeit auf dem Arzneimittelmarkt befindlichen (etwa
27) Barbiturate in befriedigender Weise unterschieden werden.

Eine Bromierung am Startpunkt fahrte auch zu einer Unterscheidung der
Pyrazolone Phenylbutazon und Prenazon’. '

Oft fithren schon einfache chemische Reaktionen zu einer emptiindlichen Nach-
weismoglichkeit. Im Rahmen der Analyse zahlreicher Benzodiazepinderivate. die zur
Zeit als Tranquilizer (z.B. Chlordiazepoxid (Librium®). Diazepam (Valium?®).
Nitrazepam (Mogadan®). Chlorazepate (Tranxilium®). Medazepam (Nobrium *).
Oxazepam (Adumbran®, Praxiten®j, Lorazepam (Tavor®) und Clonazepam (Rivo-
tril *) auf dem Arzneimittelmarkt sind. erzielten wir durch eine saure Hydrolyse auf
dem Startpunkt der Diinnschichtchromatogramme eine hinreichende Derivatisie-
rung, da die hierbei entstandenen substituierten Benzophenone in charakteristischer
Weise mit Hilfe einer Diazotierung und anschliessender Kuppiung®*~' bzw. andere
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Bruchstiicke wie zum Beispiel Glycin!'! dusserst empfindlich nachgewiesen werden
konnen.

Eine Anwendung der Methode auf die Analytik der weit verbreiteten Pharmaka
Phenacetin'> und Aminopyrin'? (Pyramidon®) bzw. deren Metabolite sowie der
Pestizide mit Nitrogruppen' wurde ebenfalls mit Erfolg durchgefiihrt.

Uber reaktionschromatographische Untersuchungen bei Arzncimitteln berich-
ten auch Kofoed er al.'3, De Zeeuw und Wijsbeek' und Schmidi!?.

Nachstehend soll dber cine Methode berichiet werden. dic es gestattet,
Nitrazepam (Mogadan®) und seine Hauptmetaboliten durch Kopplung von saurer
Hydrolyse und Reduktion mit Titan(1l)chlorid als Derivatisierungsreaktionen sicher
und empfindlich nachzuweisen. '

BIOTRANSFORMATION VON NITRAZEPAM (MOGADAN?®)

Fiir die Biotransformation von Nitrazepam ist folgendes Stoflwechselschema
(Fig. 1) anzunchmen'™ ™', Die geniannten Autoren konnten zeigen. dass die Reduktion
der Nitrogruppe und die Acetylicrung Hauptmetabolisierungsschritte sind. Unver-
indertes Nitrazepam {1) sowie das Hydrolyseprodukt 2-Amino-3-nitrobenzophenon
(5) treten lediglich als Nebenmetabolite auf.
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Fig. 1. Biotransformution von Nitrazepam (Mogadan®).

Mit dem Nachweis von Nitrazepam und seinen StotTwechselprodukten betassen
sich zahlreiche Arbeiten*—%,

Wichtigstes Untersuchungsverfahren ist die ein- bzw. zwetdimensionale DC
Trennung. Im Rahmen unserer Untersuchungen konnten wir zeigen, dass eine Kom--
bination von saurer Hyvdrolyse und Reduktion im Sinne einer Reaktionschromatogra-
phie den Aussagewert und damit die Beweciskraft eines zweidimensionalen Diinn-
schichtchromatogrammes betrichtlich erweitern kann.
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REAKTIONSCHROMATOGRAPHISCHE TRENNUNG VON NITRAZEPAM UND SEINEN
HAUPTMETABOLITEN

Grundlagen

Wie eingangs erwihnt bilden sich nach unseren Beobachtungen bei Reaktionen
auf dem Sorkens DC-Systeme viele der mdglichen Derivate in vergleichbaren Ausbeu-
ten. Setzt nuin die einzelnen Substanzen auf der Platte gleichzeitig einer sauren Hydro-
Iyse und ciner Reduktion aus, so erhiilt man nicht etwa nur ein reduziertes Hydrolyse-
produkt. sondern neben der unverinderten auch noch die hydrolysierte bzw. die redu-
zierte Ausgangssubstanz, sofern diese der betreffenden Reaktion zuginglich ist.

Eine Ausnahme bildet lediglich der acetylierte Metabolit (3). bei dem die N- -
Acetyl-Gruppe so hydrolyselabil ist. dass die Hydrolyse zam primiiren aromatischen
Amin (2) stets auch auf der Platte quantitativ verliuft.

Derivarbildung

In Fig. 2-5 sind die bei den einzelnen Substanzen des Stoffwechselschemas (Fig.
1) zu erwartenden Derivaie dargestellt. Lediglich auf eine Erfassung des Metaboliten
(4) wurde verzichtet, da diese Substanz nur in untergeordneten Konzentrationen auf-
tritt und ausserdem als Konjugat (Bindung der Hvdroxylgruppe an Glucuron- oder
Schwefelsiiure) bei den normalen Trennungsgiingen ohne eine vorherige saure oder
enzvmatische Hydrolyse nicht erfasst wird®s.
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Fig. 2. Derivatisierungsschema - von  Nitrazepam  (1.3-Dihyvdro-7-nitro-3-phenyl-2H-1 4-benzodi-
azepin-2-on).
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Fig. 3. Derivatisierungsschema von 7-Amino-1_3-dihvdro-3-phenyl-2H-1 4-benzodiazepin-2-on.
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Fig. 1. Derivatisicrungsschema von 7-Acetamino-1.3-dihydro-3-phenyl-2H-1 3-benzodiazepin-2-on.

NO; C=0 — NH; C=0

©) (6)

Fig. 3. Derivatisicrungsschema von 2-Amino-3-nitrobenzophenon.

Praktische Durchfithrung

Préiiporation der Vergleichssubstanzen®3-3"-3'. Nitrazepam (Mogadan ¥). 1.3-
Dihydro-7-nitro-3-phenyl-2H-1_4-ktenzodiazepin-2-on (1). dient als Ausgangsprodukt
fiir die nachfolgend beschriebenen Synthesen und kann aus handelsiiblichen ‘Nitra-
zepam-Zubereitungen durch Extraktion gewonnen werden (Fp. 224-226%: eventuell
aus Athano! umkristallisieren).
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7-Amino-1_3-dihvdro-3-phenyl-2H-1.4-benzodiazepin-2-on (2): Eine Losung
von 0.3 ¢ Substanz (1) in 30 mi 509, 1gen Alkohols wird durch Zugabe von 1 g Mg
aikalisiert (pH 10). Zur Reduktion wird nach einem weiteren Zusatz von 2 g Na.S,0,
kraftig durchgeschiittelt und etwa 1 h aut dem Wasserbad bei 50 erwiirmt. Nach dem
Abkiihlen erfolgt zuniichst die Abtrennung der Hauptmenge an Athanol durch Des-
tifhieren im Vakeumrotationsverdampfer. Die verblicbene wissrige Phase wird -muit
Methylenchlornid-Essigsiureathylester (2:1) ausgeschiittelt, anschliessend engt man
den abgetrennten organischen Extrakt ebenfalls im Rotationsverdampter ein und
kristallisiert aus Athanol um (gelbe Kristalle: Fp. 237-239°).

7-Acetamino-1_3-dithydro-5-phenyl-2H-1_4-benzodiazepin-2-on (3): Eine L&-
sung von 0.3 ¢ Substanz (2) in 3 ¢ Essigsiurcanhydrid wird ctwa 3 min auf 30-60°
erwarmt und anschliessend in Eiswasser abgekiihlt. Nach 1 h wird das Reaktionspro-
dukt abfiltriert und mit Ather ausgewaschen. Umkristallisicren aus Xylol-Dimethyl-
formamid (9:1) crgibt farblose Kristalle (Fp. 272-371 ). :

2-Amino-3-nitrobenzophenon (3): Eine Losung von 0.2 g Substanz (1) in 6 ml
he=issem Methanol wird nach Zusatz von 10 ml 2 .V HCI unter Rickfluss aut dem
Wasserbad (S0 ) etwa 24 h erhitzt. Nach dem Abkihlen erfolgt eine Abtrennung
durch Filtricren und Umkristallisicren aus Athanol (Fp. 141 ).

2.5-Diaminobenzophenon (6): Eine Losung von 1.25 o Substanz (3) in 40 mi
Methanol wird mit Palladium-Holzkohle katalvtisch hivdriert. Das Rohprodukt wird
durch Umkristallisieren sus Benzol gereimnigt (Ausbeute 0.3 g2 Fp. 140-142 ).

Methodik der reak rionschromarograpliischien Treammyg: Die Einteilung der DC-
Platte” erfolgt in der fiir dic zweidimensionale Methode tblichen Weise. Am Start-
punki des Hauptfeldes wird das zu untersuchende Material (z.B. Urinextrakt) aufge-
tragen. Auf den beiden Vergleichsteldern N; und N. befinden sich die cinzelnen
Referenzsubstanzen (Nitrazepam und Metaboliten) cbhenfalls aul” der Startlinie. Die
Platic wird nun in der ersten Laufrichtung mit dem Flicssmittelsystem Benzol-
Isopropanol-Ammoniak (23%) (80:20:1) entwickelt und anschliessend griindlich
abgeluftet. Die Entwicklung in der ersten Dimension bewirkt sowohl eine Trennung
der cinzelnen Benzodimzepine bzw. Benzophenone als auch eine Abtrennung gegen-
titber den 2.B._ in Harnproben zahireich vertretenen physiologischen Begleitsubstanzen.
die auferund ihrer nicist polareren Strukturen in der Nihe des Startpunktes verblei-
ben. ’ :

Es folgt nun die eigentliche Derivatisierungsreaktion. Hierzu deckt man das
Chromatogramm mit Glasplatten so zu. dass lediglich dic} in Fig. 7 schrafliert ge-
zeichneten Kieselgelstreiten frei bleiben und spritht dicse Scktoren unter dem Abzug
mit saurer Titan{I1lchlorid-Losung cin (Merck: Art. 808307). Dieses Reagens be-
wirkt nicht nur eine Reduktion. sondern auch eine Hydrolyvse. wenn man das Chroma-
togramm anschliessend mit cinem Glas gleicher Grésse bedeckt und im Trocken-
schrank ctwa 10 min aut ICO cerhitzt. Die Deckplatte wird nun entfernt und das
Dinnschichtchromatogramm fiir weitere 3 min bei der angegebenen Temperatur be-
fassen. um die aberschiissige Feuchtigkeit zu entternen. Danach stellt man die abge-
kithlte DC-Plitte ctwa 3 min in cine Kammer. die Ammonmakdimpte enthilt (Becher-

" Bel unseren Uniersuchungen konnten wir feststellen, dass die hierzu benutzten “"DC-Fertig-
plattien Woelm Kieselgel™ unter der Einwirkung der teilweise recht agressiven Reagenzien keine
Verinderungen der Trenngualitdt zeigten.
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elas mit etwas 2527 iger Ammoniaklésung auf dem Boden der Kammer). wobet die
entstandenen Amine von der Salzform in die freien Basen iiberfiihrt werden. Nach
kurzem Abliiften folgt die Entwicklung in der zweiten Laufrichtung. wobei sich das
fiir die erste Dimension mitgeteilte Fliessmittelsvstem ebenfalls bewiihrt hat. Bei
dieser Verfahrensweise befinden sich alle Substanzen die der Derivatisierungsreaktion
nicht zuginglich waren auf der Diagonalen des Hauptfeldes (kleinere Abweichungen
von dieser Rege! kommen dadurch zustande. dass sich die Aktivitit des Sorbens durch
diec Manipulationen zwischen den beiden Trennschritten etwas verdndern kann). Die
reaktionschromatographische Trennung ist nun vollzogen und die Platte wird unter
dem Abzug getrocknet. ;

Methodik des Naclnveises. Zum Nachweis dereinzelnen Derivate wird das Chro-
matogramm ‘tn ecine Kammer gebrachi. die nitrose Gase (darunter N,O;) enthiilt
(Becheralas mit ca. 207 iger wiissriger Natriumnitritldsung in der Kammer: durch
cine Offnung im Deckel der Kammer mit einer Pipetie 3-10 ml 25%ige Salzsiure
zufliessen lassen). :

Hierbet erfolgt wihrend ciner Verweildauer von 3-3 min dic Diazotierung der
primiiren aromatischen Aminogruppen. Nach dem Herausnchmen der DC-Platte liisst
man die anhattenden nitrosen Gase unter dem Abzug vollig abdampfen (etwa 30-45
min: Geruchsprobe). Beim Kuppeln an Bratton-Marshall-Reagens® (Besprithen mit
ciner Ldsung von 1 g N-(I-NaphthyD-ithvlendiamin in 50 ml Dimethylformamid
und 30 ml 3 N Salzsiure) bilden sich purpurrote und +olette Farbidnungen aus
{Erfassungsgrenze bis zu etwa 0.02 ng pro Fleck).

ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Fig. 6 und 7 mit den austithrlichen Abbildungslegenden veranschaulichen

®
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Fig. 6. Zweidimensionale DC Trennung der Substanzen (1), (2), (3) und (5) ohne Derivatisierungs-
reakiion. Fliessmittel fiir beide Laufrichtungen: Benzol-Isopropanol-Ammeoniak (2527). (80:20:1):
aufstergende Methode: Kammersiittigung.
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Fig. 7. Zweidimensionale reaktionschromatographische Trennung der Substanzen (1), (2). (3) und
(3). Derivatisierung durch Besprithen des schraffiert gekennzeichneten Sektors mit TitantH1B-chlorid-
LOsung, sonst wie Abb. 6. @ = underivatisierte Substanzen: - Derivate. Bei den zweistelligen
Ziffern kennzeichnet die erste Zahl das entstandene Derivat: die zweite Zitfer gibt an. aus welcher
Substanz das entsprechende Produkt reaktionschromatographisch entstanden ist. Beispicl: 51 ke-
deutet 2-Amino-3-nitrobenzophenon (3). das sich aus Nitrazepam (1) durch Hvdrolyvse gebifdet hat.
S« Swartpunki: H - Hauptfeld: N; und N, - Verzleichsfelder.

unsere Ergebnisse. Es diirtte deutlich zu erkennen sein. dass es mit Hilfe der reaktions-
chromatographischen Methodik moglich wird. den Aussagewert von Diannschicht-
chromatogrammen unter vertretbarem zusitzlichem Arbeitsaufwand wesentlich zu
steigern. Dic hier mitgeteilte Arbeitsweise sollte nicht nur als Beitrag zur Analvtik
der Benzodiazepine verstanden werden: wir hoflen dariiber hinaus. dass sic aut dieses
relativ neue Gebiet dannschichtchromatographischer Anwendungsbereiche aufmerk-
sam macht und Anregungen vermitieli. die zu einem Cinsatz der Reaktionschroma-
tographic auch bei anderen Problemstellungen fihren.

ZUSAMMENFASSUNG

Es wird ecine Apalysenmethode zum Nachweis von Nitrazepam und sciner
Metaboliten mitgeteilt. Nach der Trennung in der ersten Lautrichtung zweidimensio-
naler Diinnschichtchrematographie werden dic Substanzen mit Hilte von TiCl,. das
in wiissriger saurer Losung Anwendung findet. derivatisiert. Durch eine kombinierte
Hydrolyse und Reduktion werden Nitrazepam und seine Metaboliten aut der Platte
reproduzierbar in Derivate Gberfiihrt. die sich nach einem ebenfalls mitgeteilten Sche-
ma bilden. Die anschliessende Trennung in der zweiten Dimension gestattet eine ge-
naue Zuordnung mit Hilfe der R.-Werte und der Reaktion nach Bratton-Marshall.
-Die Nachweisgrenze betrigt 0.02 ug. Der Beitrag soll die Méglichkeiten der Reak-
tionschromatographie aufzeigen und zu weiteren Anwendungen anregen.
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