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SUMMARY 

Micro-preparation of some important flrmitrazepant nzetabolites by reaction on thin- 
la_ver 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 Mikropr5paration von drei wichtigen 
Flunitrazepam-Metaboliten auf der Sorbensschicht der diinnschichtchromatogra- 
phischen (DC) Platte beschrieben. Die aufsezeigte Technik e&net sich jedoch in analo- 
ger Weise such zur Synthese von 7_Aminonitrazepam, 7-Acetamidonitrazepam, 7- 
Aminoclonazepam, 7-Acetamidoclonazepam sowie. zur Desalkylierung der N-alky- 
Iierten Benzodiazepine Diazepam, Flurazepam und Prazepam. 

Im Rahmen dieser Mitteilung sol1 der Schwerpunkt auf der prgparativen 
Seite liegen. Beziiglich qualitativer Aspekte der Methode siehe Lit. l_ Weiterhin wurden 
analytische Daten der Metaboliten von Clonazepam und Nitrazepam’ bzw. Flunitra- 
zepam3 von uns bereits publiziert. 

EXPERIMENTELLES 

Darstelhrng ~011 7-Ami~~o~~mitra~epa~~~ wd 7-Acetan~idojhitrazepan~ 
Zltr Biotransformation VOFI F[loritrazepanz. Nach vorangegangenen Unter- 

suchun=en3s4 ist fiir die Biotransformation von Flunitrazepam das in Fig. 1‘ wieder- = 
gegebene Schema giiltig, das in vielen Einzelheiten Analo$en zum StoffLvechsel von 
Clonazepam bzw. Nitrazepam aufweist5*6. 

Wichtige Metabolisierungsschritte sind wiederum (1) Desalkylierung in N-l - 
Stellung; (3) Reduktion der 7-Nitrogruppe mit anschliessender Acetylierung: (3) 
Hydroxylierung in 3-Stellung (incl. Konjugatbildun$). 
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I 7-AmirlOfiur?~trcZepcm 7-.kcetam~doflun~tfaze~am 

3-Hyciroxyflunitrazepn-m 

Fig. I _ Biotransformation van Flunitrazepam (Rqhypnol). 

Flunitrazepam wird, nie alle anderen in 7-Position nitro-substituierten Benzo- 
diazepine. praktisch quantitativ metabolisiert, dass heisst renal werden allenfalls 
Spuren des unversnderten Pharmakons ausgeschieden. Bei der Aufarbeituns biolo- 
gischen Materials ist somit nahezu ausschliesslich mit der Gewinnung von Stoff- 
xvechselprodukten 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 dcr Analytik 
wurde auf die Wiedergabe der ausfiihrlichen PrHparationsvorschrift verzichtet. Zur 
Darstellung von 3-Hydroxydiazepam bzw. 5Hydroxyprazepam, von denen insbeson- 
dere das zuletzt genannte Derivat eine lvesentlich wichtigere Rolle als Biotransforma- 
tionsprodukt spielt, vgl. Lit. 8. 

Darstellrurg son 7-Amilroflrtllitrareppallr auf der DC-Platte. Auf der Startlinie 
eir?er fiblichen DC-Fertigplatte Kieselgel 60Fzs4 (20 x 20 cm; z.B. Art. Nr. 5715; 
Merck, Darmstadt, B.R.D.), ohne besondere Aktivierung, werden l-2 mg Flunitra- 
zepam durch Auftragen einer verdfinnten Liisung (in 1 ml EssigsHure5thylester) mit 
Hilfe eines Chromatochargers oder ?ihnlichen Gerstes aufgebracht. Nach dem Ver- 
fliichtigen des Lijsungsmittels wird die DC-Platte mit Hilfe von Streifen so abge- 
deckt, dass lediglich die Auftragezone frei liegt. Anschliessend erfolgt das Aufspriihen 
des Reaenzes [Titan(III)-chloridl6sung, 15 %ige w%srige LGsung ; Art. Nr. SOS307 ; 
Merck]. Die Lijsung sol1 die Sorbensschicht voll durchdringen, durch Betrachten der 
Platte von der Rfickseite kann bequem kontrolliert werden, ob dieser fiir einen miig- 
lichst quantitativen Umsatz erforderliche Zustand erreicht ist. 

Die DC-Platte wird nun mit warmer (keineswegs heisser) Luft so lange ge- 
trocknet, bis die graublaue Fsrbung des Titan(III)-chloridsprays verschwindet. Bei 
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hoheren Temperaturen muss mit einer Hydrolyse zu Aminobenzophenonen gerechnet 
werden, da die w%srige Titan(III)-chloridlSsung 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 iiberfilhrt werden, da nur 
in dieser Form ein befriedigendes chromatographisches Trennverhalten gegeben ist. 
Dies geschieht durch etwa 5 miniltiges Einstellen der Platte in eine geschlossene Glas- 
kamrner (leerer Chromatographiertank), die Am,moniakd5mpfe enthiilt (Becherglas 
mit etwa 25”,/, Ammoniak auf dem Boden der Kammer). 

Zur Entwicklung der Platte eignet sich insbesondere das Fliessmittel Essig- 
saureathylester-Methanol-konz. Ammoniak (85:10:5, v/v/v), da sich mit diesem 
Gemisch einerseits aussergewohnlich scharfe Substanzzonen such bei hijheren R,- 

Werten bilden und andererseits evtl. noch vorhandene Hydrochloridreste durch den 
Ammoniakanteil quantitativ in die entsprechenden Basen iiberfiihrt werden. 7- 
Aminoflunitrazepam kann im Rr-Wert-Bereich 0.55 mit Hilfe der Fluoreszenz- 
ISschunS 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 Essigs5ure5thylester ab. Nach dern Ein- 
engen des Extraktes im Vakuumrotationsverdampfer sollie die Substanz moglichst 
rasch chromatographisch bzw. spektroskopisch untersucht Lverden, da sie als 
primares Amin leicht den gewohnten Umwandlungen und Zersetzungen unter- 
lie& 

Reim Einsatz von Di5thylgther als Elutionsmittel ist unbedingt zu beriicksich- 
tigen. dass such die handelsublichen p.a.-Reinheitsgrade vielfach mit Jonol [typische 
rrrje Werte: 205 = M’ - 15; 57 = (CH3)&+] zur Stabilisierung versetzt sind. 

Dm.stelltulg vote 7-Acetatnitlofirrtlitr~=~~pilt~l nttf c/et- DC-Platte. 7-Acetamido- 
flunitrazepam bildet sich auf der DC-Platte mit nahezu lOOj’,biger Ausbeute, lvenn 
man das Chromatogramm, auf dessen Startlinie sich 7-Aminoflunitrazepam befindet 
(Darstellung siehe unter Darstellm g ~012 ?-Aillillofllnlitl.a~~~pa?)l auf der @C-Platte). 

nach Freisetzen der Base aus eventuellen Salzverbindungen mit dem Fliessmittel Essig- 
s%rreilthylester-Essigsaureanhydrid (955. v/v) entwickelt. Die Elution (RF-Wert- 
Bereich 0.20-0.30) erfolgt in der oben n5her beschriebenen Weise. Insbesondere vor 
dem Messen der Spektren muss die Acetamidoverbindung griindlich .von allen 
Losungsmittelresten (Schvverflilchtigkeit von Essigsaureanhydrid) befreit werden. 

Darstellmg 1'011 hr-I-Desal~~~i~~n~itrazepa~?~ (hlor-Fitmitra=epam) 
A~~getncGe Amfiiiwtuzg-en. Wahrend Desalkylierungsreaktionen in viva eine 

grosse Rolle spielen, da Fremdstoffe (z-B. Pharmaka) auf diese Weise polarer und da- 
mit renal Ieichter exkretierbar werden, existieren so gut wie keine &fach und mit 
hijherer Ausbeute durchfiihrbaren przparativen Methoden zur Abspaltung von N- 
Alkylgruppen. Alkylierungsverfahren (z.B. mit Dialkylsulfat oder Diazomethan) sind 
dagegen vielfaltig bekannt und in Anwendung. 

Bereits im Rahmen qualitativer UntersuchunSen’ konnte nachgewiesen kver- 
den, dass Desalkylierun,osreaktionen auf photochemischem Weg mijglich sind. Durch 
eine Optimierung des Verfahrens (vgl. nachstehende Ausfiihrungen) gelang es such. 
photolytische Desalkylierungsreaktionen in befriedigender Ausbeute fur prsparative 
Zwecke im Milligramm-Massstab einzusetzen. Es muss allerdings ausdriicklich dar- 
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auf hingewiesen werden, dass die Ausbeuten (nahezu 100 “/0), der unter Darstellrm~g ~017 

7-Amirlo~~rrniimreppnnz rud 7-Acetarnidojh~itra~epat~z 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. 50%. Unter Berticksichtigung der Tatsache, dass sich, wie darge- 
Iegt, Nor-Verbindunpen mittels konventioneller chemischer Methoden sonst nur 
durch eine komplette Synthese mit entsprechenden desalkylierten Ausgangsverbindun- 
gen erhalten lassen, erschien jedoch such die Erarbeitung einer Methode mit geringe- 
ren Ausbeuten interessant und vertretbar. 

Versrrche xr photoiytisclretz Desalk_dierm, e als Liisllrl_~sreaktion. Bestrahlungs- 
v.ersuche in Quarzkiivetten ergaben trotz Verwendun, 0 unterschiedlicher Losungs- 
mittel und Konzentrationen keine Hinweise auf das Entstehen erwIihnenswerter 
Mengen an Nor-Verbindungen, obvvohl sich insbesondere bei langen Belichtungs- 
zeiten ausserordentlich viele andere Substanzen bildeten. Eine ErklarungsmGglichkeit 
kijnnte darin gesehen Lverden, dass es sich bei der photolytischen N-Desalkylierung 
offensichtlich urn eine Reaktion handelt, die bereits durch Hydratation bzw. Solvation 
unterbunden wird. Fin- diese Modellvorstellung sprechen such folgende Beobachtun- 
gen bei der qualitativen Erprobung der Methode: Offensichtlich fand die Desalkylie- 
rung nur bei denjenigen Molekiilen statt, die sich unmittelbar auf der Sorbensober- 
fKiche befanden. Wurde eine DC-Platte namlich 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- 
flache, die bei einer nachfolgenden Bestrahlung lviederum primare aromatische Amine 
(Nachlveis mit Hilfe der Reaktion nach Bratton und Marshall’) lieferten. 

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

Photoivtische Desalkr_lierm~ 1‘011 Flmitrarepat~~ unter priiparativen Aspektetz 
uuf der DC-Platte_ In Vorversuchen konnte gezeigt werden, dass sowohl aufge- 
sprfihte als such mit dem Chromatocharger aufgetragene Substanzlbsungen tief in 
die Sorbensschicht eindrangen und so der Einwirkung der UV-Strahlung entzogen 
lvurden. Mit Hilfe der nachstehend beschriebenen Technik gelang es, die zu desalky- 
lierende Substanz im lvesentlichen auf der Plattenoberfkhe zu konzentrieren: Hierzu 

legt man eine priiparative Diinnschichtplatte (Z-B. Art. Nr. 5717; Merck) in Aceton 
oder Essigsiiureathylester, bis sie ein Maximum an Losungsmittel aufgesaugt hat. 
Unmittelbar danach wird die noch tropfnasse Platte mit der Losung des zu desalkylie- 
renden Benzodiazepins bespriiht. Hierbei dringen allenfalls unwesentliche Substanz- 
mengen in das Sorbensinnere. da dieses bereits mit Losungsmitreln abgesattigt ist. 
Beim anschliessenden Abliiften der Platte mit Warmluft treten die im unteren Teil der 
Tragerschicht enthaltenen Lbsungsmittelanteile wieder an die Oberflache wobei Sub- 
stanzreste, die vorher geringfiigi,a in die Schicht diffundierten, wiederum an die Platten- 
oberflache gelangen. Auf diese Weise wird erreicht, dass wesentlich hijhere Anteile 
der Probesubstanz bei der UV-Bestrahlung exponiert sind. 

Eine Belichtung der Platte darf erst nach dem Verfliichtigen aller Liisungs- 
mittelreste erfolgen. Auch bei den praparativen Untersuchungen konnte bei Belich- 
tungszeiten fiber 30 min keine Steigerung der Ausbeute mehr festgestellt werden. Die 
Anzahl der Nebenprodukte nahm bei Iangeren Exponierungen betrachtlich zu. 
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Der Abstand zwischen Strahlungsquelle und DC-Platte betrug etwa 40 cm. Die 
Platte wurde unter dem Abzug (Ozonbildung) mit Hilfe einer Stativklammer fixiert. 
AIs Strahler wurden sowohl kommerzieIie GerHte fur Photoreaktionen (z.B. TQ I SO; 
Hanau) als such eine Hohensonne (allerdings ohne zus5tzliche zwangsweise IR- 
Strahluns, wie sie neuerdings zur Vermeidung von UV-U berdosierungen vorge- 
schrieben ist) eingesetzt. 

Nach der Bestrahlung befinden sich auf der Plattenoberflache zahlreiche Sub- 
stanzen gleichmassis verteilt (z-B_ unumgesetztes Flunitrazepam, Nor-Flunitrazepam, 
zahlreiche Nebenprodukte). Beim Entwickeln der Platte mit einem Husserst polaren 
Fliessmittel (LB. Aceton) gelingt es, diese Reaktionsprodukte auf einem Streifen am 
oberen Ende der Platte (bei aufsteigender Technik) zu konzentrieren, da alle Derivate 
bei Verwenduns von Aceton als Fliessmittel praktisch bis zum I?,-Wert-Bereich 1.0 
wandern. 

Zur Trennung der verschiedenen Substanzen wird die Platte nach griindlichem 
Abliiften urn 1 SO” gedreht und nut dem Fliessmittel~emisch Benzol-Isopropanol- 
konz. Ammoniak (SO:20:1, v/v/v) entwickelt. 

Die geschilderte Methodik ist in der nachstehenden schematischen Darstellun~ 
nochmals zusammenfassend wiedergegeben: (a) Nach der Bestrahlung liegen die 
Substanzen A, B und C verteilt auf der gesamten PlattentXiche vor: 

‘A4CAECABCAKABC 
ABCABCABCABCAEC 
ABCABCABCABCAEC 
ABCABCABCABCABC 
ABCABCABCABCABC 
ABCABCABCABCABC 
ABCABCABCABCABC 
ABCABCABCAECABC 

(b) Nach dem Entvvickeln mit Aceton viurden alle Substanzen in einem Band am 
oberen Rand der Platte konzentriert: 

(c) Durch Drehen der Platte urn ISO’ und Entwickeln mit Benzol-Isopropanoi- 
konz. Ammoniak Lverden die einzelnen Komponenten getrennt. 

BBBBBBBBBEBBBBB 
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Die einzelnen Derivate k&men anhand der Fluoreszenzl6schung bei folgenden 
R,-Werten indiziert werden : 

RF- Wert Slrbstanz 
-__ ___.~_ .-. -__ -.. ._ ~_ 

025 Flunitrazepam 
0.72 Nor-Flunitrazepam 
0.62 und 0.57 Nicht nHher identifizierte Nebenprodukte 

Die Elution erfolgt zweckm%ssigerweise mit Essigs2ureiithylester (v,ol. Ausfiihrungen 
hierzu unter Darstellmg ~011 7-Anliilo~luliti-nrepailr arlf der DC-Platte). 

ERGEBNISSE 

7-Aminoflunitrazepam 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- 
gepragte Hydrolyse zu den Aminobenzophenonderivaten in den Hintergrund. Dies 
diirfte nicht zuletlt such darauf zuriickzufiihren sein, dass sich der Reaktionsablauf 
auf der Platte praktisch bei Zimmertemperatur abspielt, leas lviederum als Indiz fiir 
die erh6hte ReaktionsfShi,okeit vieler Substanzen im absorbierten Zustand auf der 
Platte anzusehen sein diirfte. 

Aufgrund der UnEersuchungen kann kveiterhin davon ausgegangen werden, 
dass photolytische Desalkylierungsreaktionen in Lasungen nicht ohne weiteres 
durchfiihrbar sind. Auf der DC-Platte konnten hingegen nach Entwicklung einer spe- 
ziellen Arbeitstechnik Umsetzungen mit befriedigenden Ausbeuten erzielt werden. 
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In der vorliegenden Arbeit wird eine Mikromethode zur Darstellung von 7- 
Aminoflunitrazepam, 7-Acetamidoflunitrazepam und N-I-Desalkylflunitrazepam mit 
Hilfe von Synthesen auf der Sorbensschicht von DC-Platten beschrieben. Die Methode 
eignet sich such zur Prsparation zahlreicher weiterer wichtiger Benzodiazepinderivate. 
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