Journal of Chromatography, 168 (1979) 429-434
© Elsevier Scientific Publishing Company, Amsterdam — Printed in The Netherlands

CHROM. 11,338
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SUMMARY

Micro-preparation of some important flunitrazepam metabolites by reaction on thin-
layer plates -

A micro-method is described for the synthesis of 7-aminoflunitrazepam, 7-
acetamidoflunitrazepam and N-1-desalkylflunitrazepam on the sorbent of thin-layer
chromatograms. By means of the method reported, also many other important ben-
zodiazepine derivatives may be prepared.

EINLEITUNG

In der vorliegenden Arbeit wird die Mikropriparation von drei wichtigen
Flunitrazepam-Metaboliten auf der Sorbensschicht der diinnschichtchromatogra-
phischen (DC) Platte beschrieben. Die aufgezeigte Technik eignet sich jedoch in analo-
ger Weise auch zur Synthese von 7-Aminonitrazepam, 7-Acetamidonitrazepam, 7-
Aminoclonazepam, 7-Acetamidoclonazepam sowiq zur Desalkylierung der N-alky-
lierten Benzodiazepine Diazepam, Flurazepam und Prazepam. ’

Im Rahmen dieser Mitteilung soll der Schwerpunkt auf der priiparativen
Seite liegen. Beziiglich qualitativer Aspekte der Methode siehe Lit. 1. Weiterhin wurden
analytische Daten der Metaboliten von Clonazepam und Nitrazepam? bzw. Flunitra-
zepam?® von uns bereits publiziert.

EXPERIMENTELLES

Darstellung von 7-Aminoflunitrazepam und 7-Acetamidoflunitrazepam

Zur Biotransformation von Flunitrazepam. Nach vorangegangenen Unter-
suchungen®-* ist fiir die Biotransformation von Flunitrazepam das in Fig. I wieder-
gegebene Schema giiltig, das in vielen Einzelheiten Analogien zum Stoffwechsel von
Clonazepam bzw. Nitrazepam aufweist®°.

Wichtige Metabolisierungsschritte sind wiederum (1) Desalkylierung in N-1-
Stellung; (2) Reduktion der 7-Nitrogruppe mit anschliessender Acetylierung: (3)
Hydroxylierung in 3-Stellung (incl. Konjugatbildung).
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Fig. 1. Biotransformation von Flunitrazepam (Rohypnol).

Flunitrazepam wird, wie alle anderen in 7-Position nitro-substituierten Benzo-
diazepine, praktisch quantitativ metabolisiert, dass heisst renal werden allenfalls
Spuren des unveriinderten Pharmakons ausgeschieden. Bei der Aufarbeitung biolo-
gischen Materials ist somit nahezu ausschliesslich mit der Gewinnung von Stofi-
wechselprodukten zu rechnen. Die analytische Erfassung dieser Derivate steht daher
im Rahmen der chemisch-toxikologischen Analyse im Vordergrund.

3-Hydroxyflunitrazepam kann ebenfalls auf der DC-Platte dargestellt werden.
Im Hinblick auf die geringe Bedeutung dieses Metaboliten im Rahmen der Analytik
wurde auf die Wiedergabe der ausfiihrlichen Priparationsvorschrift verzichtet. Zur
Darstellung von 3-Hydroxydiazepam bzw. 3-Hydroxyprazepam, von denen insbeson-
dere das zuletzt genannte Derivat eine wesentlich wichtigere Rolle als Biotransforma-
tionsprodukt spielt, vel. Lit. 8.

Darstellung von 7-Aminoflunitrazepam auf der DC-Platte. Auf der Startlinie
einer iiblichen DC-Fertigplatte Kieselgel 60F,s; (20 x 20 cm; z.B. Art. Nr. 5715;
Merck, Darmstadt, B.R.D.), ohne besondere Aktivierung, werden 1-2 mg Flunitra-
zepam durch Auftragen einer verdiinnten L&sung (in 1 ml Essigsduredthylester) mit
Hilfe eines Chromatochargers oder dhnlichen Gerdtes aufgebracht. Nach dem Ver-
fliichtigen des L&sungsmittels wird die DC-Platte mit Hilfe von Streifen so abge-
deckt, dass lediglich die Auftragezone frei liegt. Anschliessend erfolgt das Aufsprithen
des Reagenzes [Titan(I111)-chloridldsung, 15%ige wissrige Ldsung; Art. Nr. 808307;
Merck]. Die Losung soll die Sorbensschicht voll durchdringen, durch Betrachten der
Platte von der Riickseite kann bequem kontrolliert werden, ob dieser fiir einen m&g-
lichst quantitativen Umsatz erforderliche Zustand erreicht ist.

Die DC-Platte wird nun mit warmer (keineswegs heisser) Luft so lange ge-
trocknet, bis die graublaue Farbung des Titan(III)-chloridsprays verschwindet. Bei
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hoheren Temperaturen muss mit einer Hydrolyse zu Aminobenzophenonen gerechnet
werden, da die wissrige Titan(III)-chloridlsung infolge Hydrolyse stark sauer
reagiert. Aus diesem Grund liegen die bei der Reduktion entstandenen Amine als
Hydrochloride vor und miissen vor der nachfolgenden diinnschichtchromatographi-
schen Trennung bzw. Reinigung in die entsprechenden Basen tiberfiihrt werden, da nur
in dieser Form ein befriedigendes chromatographisches Trennverhalten gegeben ist.
Dies geschieht durch etwa 5 miniitiges Einstellen der Platte in eine geschlossene Glas-
kammer (leerer Chromatographiertank), die Ammoniakdimpfe enthiilt (Becherglas
mit etwa 259 Ammoniak auf dem Boden der Kammer).

Zur Entwicklung der Platte eignet sich insbesondere das Fliessmittel Essig-
siuredthylester—Methanol-konz. Ammoniak (85:10:5, v/v/v), da sich mit diesem
Gemisch einerseits aussergewdhnlich scharfe Substanzzonen auch bei hSheren Rg-
Werten bilden und andererseits evtl. noch vorhandene Hydrochloridreste durch den
Ammoniakanteil quantitativ in die entsprechenden Basen iiberfiihrt werden. 7-
Aminoflunitrazepam kann im Rg-Wert-Bereich 0.85 mit Hilfe der Fluoreszenz-
16schung indiziert werden. Anschliessend schabt man die entsprechende Zone des
Chromatogrammes aus und saugt den mit 7-Aminoflunitrazepam versetzten Kiesel-
gelanteil in einer Mikrofritte wiederholt mit Essigsiureithylester ab. Nach dem Ein-
engen des Extraktes im Vakuumrotationsverdampfer sollie die Subsianz moglichst
rasch chromatographisch bzw. spektiroskopisch untersucht werden, da sie als
primidres Amin leicht den gewohnten Umwandlungen und Zerseizungen unter-
liegt.

Beim Einsatz von Didthyliither als Elutionsmittel ist unbedingt zu beriicksich-
tigen, dass auch die handelsiiblichen p.a.-Reinheitsgrade vielfach mit Jonol [typische
mfe Werte: 205 = M* — 15; 537 = (CH;);C*] zur Stabilisierung versetzt sind.

Darstellung von 7-Acetamidoflunitrazepam auf der DC-Platte. 7-Acetamido-
flunitrazepam bildet sich auf der DC-Platte mit nahezu 100%/icer Ausbeute, wenn
man das Chromatogramm, auf dessen Startlinie sich 7-Aminoflunitrazepam befindet
(Darstellung siehe unter Darsrellung von 7-Aminoflunitrazepam auf der DC-Platte).
nach Freisetzen der Base aus eventuellen Salzverbindungen mit dem Fliessmittel Essig-
siuredthylester—Essigsdureanhydrid (95:5. v/v) entwickelt. Die Elution (Rg-Wert-
Bereich 0.20-0.30) erfolgt in der oben nither beschriebenen Weise. Insbesondere vor
dem Messen der Spektren muss die Acetamidoverbindung eriindlich von allen
Losungsmittelresten (Schwerfliichtigkeit von Essigsiureanhydrid) befreit werden.

Darstellung von N-I-Desalkyiflunitrazepam ( Nor-Flunitrazepam)

Allgemeine Ausfithrungen. Wihrend Desalkylierungsreaktionen in vivo eine
grosse Rolle spielen, da Fremdstoffe (z.B. Pharmaka) auf diese Weise polarer und da-
mit renal leichter exkretierbar werden, existieren so gut wie keine einfach und mit
hoherer Ausbeute durchfithrbaren priparativen Methoden zur Abspaltung von N-
Alkylgruppen. Alkylierungsverfahren (z.B. mit Dialkylsulfat oder Diazomethan) sind
dagegen vielfiltig bekannt und in Anwendung.

Bereits im Rahmen qualitativer Untersuchungen' konnte nachgewiesen wer-
den, dass Desalkylierungsreaktionen auf photochemischem Weg méglich sind. Durch
eine Optimierung des Verfahrens (vgl. nachstehende Ausfithrungen) gelang es auch,
photolytische Desalkylierungsreaktionen in befriedigender Ausbeute fiir priparative
Zwecke im Milligramm-Massstab einzusetzen. Es muss allerdings ausdriicklich dar-
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auf hingewiesen werden, dass die Ausbeuten (nahezu 100%,), der unter Darstellung von
7-Aminoflunitrazepam und 7-Acetamidoflunitrazepam beschriebenen Reaktionen bei
der praparativen Gewinnung der Nor-Verbindungen nicht erreicht wurden. Nach um-
fangreicher Ausarbeitung der nachstehend beschriebenen Technik lagen die Reaktions-
ausbeuten bei ca. 509,. Unter Beriicksichtigung der Tatsache, dass sich, wie darge-
legt, Nor-Verbindungen mittels konventioneller chemischer Methoden sonst nur
durch eine komplette Synthese mit entsprechenden desalkylierten Ausgangsverbindun-
gen erhalten lassen, erschien jedoch auch die Erarbeitung einer Methode mit geringe-
ren Ausbeuten interessant und vertretbar.

Versuche zur photolytischen Desalkylierung als Losungsreaktion. Bestrahlungs-
versuche in Quarzkiivetten ergaben trotz Verwendung unterschiedlicher L&sungs-
mittel und Konzentrationen keine Hinweise auf das Entstehen erwihnenswerter
Mengen an Nor-Verbindungen, obwohl sich insbesondere bei langen Belichtungs-
zeiten ausserordentlich viele andere Substanzen bildeten. Eine Erklirungsmaglichkeit
kdnnte darin sesehen werden, dass es sich bel der photolytischen N-Desalkylierung
offensichtlich um eine Reaktion handelt, die bereits durch Hydratation bzw. Solvation
unterbunden wird. Fiir diese Modellvorstellung sprechen auch folgende Beobachtun-
gen bei der qualitativen Erprobung der Methode: Offensichtlich fand die Desalkylie-
rung nur bel denjenigen Molekiilen statt, die sich unmittelbar auf der Sorbensober-
fliiche befanden. Wurde eine DC-Platte nimlich nach Bestrahlung mit UV-Licht
nochmals mit einem geeigneten Fliessmittel entwickelt, so traten aus tieferen Schich-
ten des Sorbens offensichtlich noch nicht desalkylierte Substanzanteile an die Ober-
fiiiche, die bei einer nachfolgenden Bestrahlung wiederum primire aromatische Amine
(Nachweis mit Hilfe der Reaktion nach Bratton und Marshall”) lieferten.

Eine Optimierung der Methode musste demnach das Ziel verfolgen, mit Hilfe
einer geeigneten Technik mdglichst hohe Subsianzanteile an die Oberfliche der DC-
Platte zu bringen.

Photolytische Desalkylierung von Flunitrazepam unter priparativen Aspekten
auf der DC-Platte. In Vorversuchen konnte gezeigt werden. dass sowohl aufge-
spriihte als auch mit dem Chromatocharger aufgetragene Substanzldsungen tief in
die Sorbensschicht eindrangen und so der Einwirkung der UV-Strahlung entzogen
wurden. Mit Hilfe der nachstehend beschriebenen Technik gelang es, die zu desalky-
lierende Substanz im wesentlichen auf der Plattenoberfliche zu konzentrieren: Hierzu
legt man eine priiparative Diinnschichtplatte (z.B. Art. Nr. 5717; Merck) in Aceton
oder Essigsdureiithylester, bis sie ein Maximum an L&sungsmittel aufgesaugt hat.
Unmittelbar danach wird die noch tropfnasse Platie mit der Losung des zu desalkylie-
renden Benzodiazepins bespriiht. Hierbei dringen allenfalls unwesentliche Substanz-
mengen in das Sorbensinnere, da dieses bereits mit Losungsmitieln abgesittigt ist.
Beim anschliessenden Abliiften der Platte mit Warmluft treten die im unteren Teil der
Tragerschicht enthaltenen Losungsmittelanteile wieder an die Oberfliche wobei Sub-
stanzreste, die vorher geringfiigig in die Schicht diffundierten, wiederum an die Platten-
oberfiiche gelangen. Auf diese Weise wird erreicht, dass wesentlich hohere Anteile
der Protesubstanz bei der UV-Bestrahlung exponiert sind.

~ Eine Belichtung der Platte darf erst nach dem Verfliichtigen aller L6sungs-
mitteireste erfolgen. Auch bei den priparativen Untersuchungen konnte bei Belich-
tungszeiten iiber 30 min keine Steigerung der Ausbeute mehr festgestellt werden. Die
Anzahl der Nebenprodukte nahm bei liingeren Exponierungen betrichtlich zu.



MIKROPRAPARATION VON FLUNITRAZEPAM-METABOLITEN 433

Der Abstand zwischen Strahlungsquelle und DC-Platte betrug etwa 40 cm. Die
Platte wurde unter dem Abzug (Ozonbildung) mit Hilfe einer Stativklammer fixiert.
Als Strahler wurden sowohl kommerzielle Gerite fiir Photoreaktionen (z.B. TQ 150;
Hanau) als auch eine Hohensonne (allerdings ohne zusiitzliche zwangsweise IR-
Strahlung, wie sie neuerdings zur Vermeidung von UV-Uberdosierungen vorge-
schrieben ist) eingesetzt.

Nach der Bestrahlung befinden sich auf der Plattenoberfliiiche zahlreiche Sub-
stanzen gleichmiissig verteilt (z.B. unumgesetztes Flunitrazepam, Nor-Flunitrazepam,
zahlreiche Nebenprodukte). Beim Entwickeln der Platte mit einem Husserst polaren
Fliessmittel (z.B. Aceton) gelingt es, diese Reaktionsprodukte auf einem Streifen am
oberen Ende der Platte (bel aufsteigender Technik) zu konzentrieren, da alle Derivate
bei Verwendung von Aceton als Fliessmittel praktisch bis zum Ry-Wert-Bereich 1.0
wandern. :

Zur Trennung der verschiedenen Substanzen wird die Platte nach griindlichem
Abliiften um 180° gedreht und mit dem Fliessmittelgemisch Benzol-Isopropanol-
konz. Ammoniak (80:20:1, v/v/v) entwickelt.

Die geschilderte Methodik ist in der nachstehenden schematischen Darstellung
nochmals zusammenfassend wiedergegeben: (a) Nach der Bestrahlung liegen die
Substanzen A, B und C verteilt auf der gesamten Plattenfliiche vor:
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(b) Nach dem Entwickeln mit Aceton wurden alle Substanzen in einem Band am
oberen Rand der Platte konzentriert:
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(¢) Durch Drehen der Platte um 180° und Entwickeln mit Benzol-Isopropanoi-
konz. Ammoniak werden die einzelnen Komponenten getrennt. '
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Die einzelnen Derivate kdnnen anhand der Fluoreszenzidschung bei folgenden
R-Werten indiziert werden:

Re-Wert Substran=

0.85 Flunitrazepam 7
0.72 Nor-Flunitrazepam

0.62 und 0.57 Nicht niher identifizierte Nebenprodukte

Die Elution erfolgt zweckmissigerweise mit Essigsiureiithylester {(vgl. Ausfithrungen
hierzu unter Darstellung von 7-Aminofiunitrazepam auf der DC-Platte).

ERGEBNISSE

7-Aminofiunitrazepam und 7-Acetamidoflunitrazepam lassen sich in nahezu
quantitativer Ausbeute mit Hilfe von Reaktionen auf der DC-Platte darstellen. Hier-
bei entfallen zeitraubende Zwischenextraktionen und Reinigungsschritte. Ausserdem
tritt bei der Synthese auf der Platte die sonst im sauren Reaktionsmedium stark aus-
geprigte Hydrolyse zu den Aminobenzophenonderivaten in den Hintergrund. Dies
diirfte nicht zuletzt auch darauf zuriickzufiihren sein, dass sich der Reaktionsablauf
auf der Platte praktisch bei Zimmertemperatur abspielt, was wiederum als Indiz fir
die erhShte Reaktionsfihigkeit vieler Substanzen im absorbierten Zustand auf der
Platte anzusehen sein diirfte.

Aufgrund der Untersuchungen kann weiterhin davon ausgegangen werden,
dass photolytische Desalkylierungsreaktionen in LOsungen nicht ohne weiteres
durchfithrbar sind. Auf der DC-Platte konnten hingegen nach Entwicklung einer spe-
ziellen Arbeitstechnik Umsetzungen mit befriedigenden Ausbeuten erzielt werden.
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ZUSAMMENFASSUNG

In der vorliegenden Arbeit wird eine Mikromethode zur Darstellung von 7-
Aminoflunitrazepam, 7-Acetamidoflunitrazepam und N-1-Desalkylflunitrazepam mit
Hilfe von Synthesen auf der Sorbensschicht von DC-Platten beschrieben. Die Methode
eignet sich auch zur Priparation zahlreicher weiterer wichtiger Benzodiazepinderivate.
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