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Carbon-13, Deuterium, Diazepam, Origin of Drug

The precise determination of the natural isotopic abundance ratios of carbon and hydrogen
in several production batches of the commercial product 7-chlor-1,3-dihydro-1-methyl-5-phenyl-2H-
1,4-benzodiazepin-2-on (diazepam) gave results which allowed certain batches to be differentiated.

The differences in the ratios appear to be mainly due to differences in the isotopic composition

of the (fossile) starting materials of the synthesis.

The measurement of the natural isotopic ratios may therefore offer another possibility to deter-

mine the origin of a drug.

Einfiihrung

Isotopenmethoden werden in groflem Umfang
verwendet, um einen Einblick in die Herkunft und
den Syntheseweg chemischer Stoffe zu erhalten 4.
So 1afit sich z.B. durch Messung des Deuterium-
Wasserstoff-Verhiltnisses feststellen, ob etwa Athyl-
alkohol durch Gédrung gewonnen oder synthetisch
aus fossilem Kohlenstoff und Wasser erzeugt wurde?®.
Es ist jedoch zu erwarten, daf} auch feinere Unter-
scheidungen chemischer Produkte méglich sind, weil
chemische und physikalische Prozesse in der indu-
striellen Fertigung Isotopieeffekte aufweisen und
auflerdem die verwendeten fossilen Ausgangsstoffe
auf Grund ihrer natiirlichen Vorgeschichte durch be-
stimmte unterschiedliche Isotopenverhiltnisse ge-
kennzeichnet sind.

Es sollte daher umgekehrt auch méglich sein, Pro-
ben einer chemischen Verbindung mit Isotopenver-
héltnismessungen nach ihrer Herkunft zu unter-

scheiden.
Untersuchungssubstanz und MeBtechnik

Zur grundsitzlichen Priifung der Frage, wieweit
eine Isotopenanalyse die Unterscheidung verschie-
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dener Proben eines chemischen Produktes ermog-
licht, erschien es uns interessant, ein Arzneimittel zu
verwenden, das in verschiedenen Verabreichungs-
formen weltweit im Handel ist. Aus diesem Grunde
wurde als Testsubstanz Diazepam * (1) gewibhlt,
das unter der Markenbezeichnung Valium seit meh-
reren Jahren verwendet wird. Die untersuchten Pro-
ben stammen aus verschiedenen Chargen, die von
der Firma F. Hoffmann-La Roche entweder in der
Schweiz oder in USA produziert wurden (im folgen-
den als Roche-Schweiz bzw. Roche-USA bezeichnet).
Die Syntheseverfahren sind an beiden Orten grund-
sitzlich gleich, unterscheiden sich aber in Details,
wie Losungsmitteln, Temperaturen und Reaktions-
dauer sowie Aufarbeitungsprozeduren, die in ver-
schiedenen Stufen verwendet werden. Obgleich der
generelle Syntheseweg (Abb. 1) im Laufe der Jahre
beibehalten wurde, kam es doch im exakten Verlauf
der Synthese zu zahlreichen Abéinderungen, z.B. in
der Zusammensetzung von Losungsgemischen, Reak-
tionstemperaturen etc.

Bei den untersuchten Chargen fand kein Aus-
tausch irgendwelcher Produkte zwischen Roche-
Schweiz und Roche-USA statt. Die Markte, auf
denen die Ausgangsstoffe bezogen wurden, waren

fiir die Schweiz und USA verschieden. Die Vorge-

* Diazepam, 7-Chlor-1.3-dihydro-1-methyl-5-phenyl-2H-1.4-
benzodiazepin-2-on.
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schichte der Ausgangsstoffe, also z. B. die Frage nach
den Lagerstitten, aus denen die fossilen Vorstufen
dieser Stoffe stammen, ist unserer Nachpriifung

nicht zugénglich.
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Die Messung der Isotopenverhilinisse wurde am
Wasserstoff (D/H) und Kohlenstoff (C-13/C-12)
vorgenommen. Die Auswahl dieser Elemente war
durch meQtechnische Griinde und die relativ grofle
natiirliche Streuung der genannten Isotopenverhélt-
nisse bestimmt. Zur Praparation fir die massen-
spektrometrische Isotopenverhiltnismessung wurden
die Diazepam-Proben zunichst in einem abgeschlos-
senen System quantitativ in reiner Sauerstoffatmo-
sphére verbrannt. Anschlieffend wird das Reaktions-
produkt HyO nach dem in l.c. 6 angegebenen Ver-
fahren quantitativ iiber heiflem Zink zu H, redu-
ziert. Die so préparierten Gase CO, und H, wurden
in speziell fiir Isotopenverhdlinismessungen einge-
richteten Massenspektrometern (Varian MAT, Typ
M 86 bzw. GD 150) mit Isotopenstandards vergli-
chen. Die Melergebnisse (0-Werte) sind daher in
%o Abweichung von diesen Standards angegeben,
welche wie folgt definiert sind:

5D bzw. 8 13C _ RPmbe - RStandard . 1000%0 ,
RStaudard

wobei Rprone bzw. Rstanaara die Isotopenverhéltnisse
D/H bzw. 13C/*2C in den Proben bzw. im Standard
bedeuten.

Fir die Deuterinmmessungen wurde, wie inter-
national iiblich, der Meerwasserstandard ,,SMOW* 7,
fiir die C-13-Messung der Kalkstein-Standard PDB 8
verwendet. Jede Probe wurde zweimal nach dem be-
schriebenen Verfahren prépariert und gemessen.

Auf Grund der Abweichungen der jeweils gewonne-
nen Ergebnisse ergab sich fiir die C-13-Messung
eine geschitzte Standardabweichung ¢ von =+ 0,3%,,
fiir die Deuteriummessung von % 3%o.

MeBergebnisse und Diskussion

Die experimentellen Ergebnisse sind graphisch in
den Abbn. 2 und 3 wiedergegeben. Die Proben
stammen aus verschiedenen Chargen der Produk-
tion der letzten Jahre von Roche-Schweiz und Roche-
USA. Mit Ausnahme des Jahres 1972 mit vier
Chargen der Schweizer Produktion wurde aus je-
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Abb. 2. 13C/2C-Isotopenverhiltnis einzelner Chargen von

Diazepam aus der Produktion der letzten Jahre von Roche-
Schweiz und Roche-USA. A\, d-Werte von Diazepam von
Roche-USA; (®, 6-Werte von Diazepam von Roche-Schweiz.
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Abb. 3. D/H-Isotopenverhiltnis einzelner Chargen von

Diazepam aus der Produktion der letzten Jahre von Roche-

Schweiz und Roche-USA. A\, J-Werte von Diazepam von

Roche-USA; (®, 6-Werte von Diazepam von Roche-Schweiz.
St.-Abw. = £ 3%o.
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Abb. 4. D/H- und 3C/*C-Isotopenverhiltnisse einzelner
Chargen von Diazepam aus der Produktion der letzten Jahre
von Roche-Schweiz und Roche-USA.

dem Jahr nur eine Charge gemessen. Abb. 4 fafit
die Ergebnisse der Wasserstoff- und Kohlenstoff-
isotopenmessungen zusammen.

Die Isotopenverhilinisse in einer synthetisch er-
zeugten Substanz sind festgelegt durch a. das Iso-
topenverhalinis der Ausgangsstoffe, b. die kineti-
schen Isotopeneffekte in den einzelnen Synthese-
stufen, c. Fraktionierungseffekte wihrend der Auf-
arbeitung (z.B. bei Destillationen etc.), d. Isoto-
penaustausch mit anderen Stoffen (z.B. Lésungs-
mitteln) wihrend der Synthese.

Im Fall des Diazepam ist folgendes festzustellen:

7u a. Die Isotopenverhiltnisse der Ausgangsstoffe
von Roche-Schweiz und Roche-USA sind unbekannt.
Als Grenzwerte des Bereiches, in dem sie liegen kon-
nen, miissen die Grenzwerte der fossilen Lagerstat-
ten bzw. des Wassers der Erde angesehen werden:

—150 bis +200%, fiir 6 D, —20 bis — 33%, fiir
813C1,

zu b. Bedeutende kinetische Isotopeneffekte treten
im allgemeinen nur bei unmittelbar an der Reak-
tion beteiligten Atomen auf; sekundidre Isotopen-
effekte sind nur in geringem Ausmal} zu erwarten.

Beziiglich des Kohlenstoffisotopenverhalinisses
kommt es in der Synthese insgesamt nur an vier
Kohlenstoffatomen des Geriistes zu chemischen Ver-
anderungen, also zur moglichen kinetischen Ver-
schiebung von Isotopenverhaltnissen (s. auch FuB}-
note S. 114). Die bei chemischen Reaktionen fiir
13C gefundenen maximalen Isotopeneffekte liegen
bei 1,0341. In unserem Falle werden die beobacht-
baren kinetischen Isotopeneffekte durch drei Um-

stinde verkleinert. Erstens mif3t man nur den Durch-
schnittswert aller 16 Kohlenstoffatome des Molekiils,
so dal ein Verdiinnungseffekt um einen Faktor 16
eintritt. Zweitens laufen alle Reaktionen in hoher
Ausbeute ab, ein Umstand, der den Isotopeneffekt
im Extremfall, bei 100-prozentiger Ausbeute, ganz
zum Verschwinden bringen wiirde. Und schlieflich
reduziert die Ahnlichkeit der Synthesen der einzel-
nen verglichenen Chargen die Moglichkeit von Unter-
schieden in Isotopeneffekten drastisch.

Kombiniert man alle diese Einschrankungen, so
kommt man zum SchluB, dafl eine Anderung des
0 13C-Wertes der einzelnen Chargen durch einen
Unterschied im kinetischen Isotopeneffekt bei den
einzelnen Synthesen kaum mefbar sein diirfte, je-
doch sicher <1%. ist.

Dieselben Uberlegungen gelten auch fiir das Iso-
topenverhiltnis des Wasserstoffs. Allerdings sind
hier wesentlich groflere maximale Isotopeneffekte
gemessen worden als bei Kohlenstoff, wenn im ge-
schwindigkeitsbestimmenden Schritt der Reaktion
eine Wasserstoftbindung gelost wird. Im Rahmen
der vorliegenden Synthese ist dies jedoch in keiner
Stufe der Fall. Der zu erwartende Effekt ist schwie-
rig abzuschitzen, diirfte aber hochstens in der Gro-
Benordnung der MeBgenauigkeit (3%o) liegen.

zu c. Fraktionierungseffekte sollten in Anbetracht
der groflen Masse der untersuchten Molekiile und
des geringen Massenunterschiedes von einer Einheit
(ein D statt ein H, oder ein 13C statt eines *>C pro
Molekiil) nicht in merklicher Grofle auftreten, zu-
mal Fraktionierungen aller Art in einem Synthese-
verfahren, das hohe Ausbeuten anstrebt, ohnehin
vermieden werden.

zu d. Der Austausch eines Kohlenstoffs aus einer
der in der Synthese verwendeten Verbindungen mit
z.B. Losungsmitteln ist ausgeschlossen, so daf} auf
diese Weise das vorgegebene 1!3C/!2C-Verhiltnis
nicht verdndert werden kann. Im Gegensatz dazu
konnte es bei sauren oder basischen Bedingungen
unter Umstdanden zum Austausch von Wasserstoff-
atomen an den aromatischen Kernen und der
CH, — CO-Gruppe gegen acide Wasserstoffe des Lo-
sungsmittels kommen. Da das D/H-Verhilinis im
natiirlichen Wasser zwischen +10 und —150%,
schwankt!, ist in einem solchen Fall eine starke
Verinderung der 0 D-Werte durchaus moglich.

Faflt man alle Argumente zusammen, so ist zu
vermuten, da} das Verhélinis der Kohlenstoffisotope
in Diazepam im wesentlichen schon durch das Ver-
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hiltnis in den Ausgangsprodukten der Synthese fest-
gelegt ist *. Das Isotopenverhiltnis des Wasserstoffs
dagegen konnte gegeniiber dem der Ausgangspro-
dukte durch Austauschreaktionen mit Losungsmit-
teln stark verandert sein, wobei das Ausmal} des
Austausches von Details der Synthese (pg und Tem-
peratur) stark abhangen diirfte.

Die von uns gefundenen Mefergebnisse lassen
demnach folgende Schliisse zu:

a. Kohlenstoff:

Alle Werte der Produkte von Roche-Schweiz lie-
gen innerhalb einer Spanne von 46 13C=2,1%o,
was auf die Meflgenauigkeit bezogen, 7 ¢ entspricht.
Alle Werte der Produktion von Roche-USA liegen
in einem Bereich von noch etwas kleinerer Breite,
013C =1,3%o. Der Unterschied zwischen den Mittel-
werten der 0 13C-Werte der Produktion von Roche-
USA und Roche-Schweiz ist 2,4%0, wobei der tiefste
Wert der Produktion von Roche-USA von 0,9%..
also 30 iiber dem Wert der hochsten Charge von
Roche-Schweiz liegt. Offensichtlich ist es daher mog-
lich, die gesamte Produktion von Roche-Schweiz von
jener von Roche-USA auf Grund des !3C/*2C-Iso-
topenverhaltnisses zu unterscheiden.

Eine Unterscheidung einzelner Chargen, die von
derselben Produktionsstitte stammen, ist dagegen
offenbar schwierig, da alle Werte relativ nahe bei-
sammen liegen. Hinzu kommt, dafl nur ein kleiner
Teil der Gesamtzahl der Produktions-Chargen analy-
siert wurde: Hatte man alle verwendet, wiaren beide
Béinder viel dichter belegt und damit zahlreiche
Chargen nicht mehr unterscheidbar.

b. Wasserstoff:

Wahrend die Produktion von Roche-USA in
einem relativ schmalen Band von 48 D = 24%,, ent-
sprechend 8o, liegt, tritt bei der Schweizer Ware
offensichtlich ein zeitlicher Trend auf: Die alten
Werte der Jahre vor 1970 liegen fast auf der Hohe

* Die Verfolgung der Isotopenverhiltnisse der Ausgangs-
produkte durch deren Synthese und weiter durch die Auf-
bereitung ihrer (vermutlich) fossilen Ausgangsprodukte
bis zu deren Lagerstitten liegt aulerhalb unserer Mog-
lichkeiten.
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der Werte von Roche-USA, wihrend die neueren
sich am unteren Ende sammeln. Das bedeutet, daf3
die Produkte von Roche-USA und Roche-Schweiz
erst ab 1970 vollig klar durch ihre D/H-Isotopen-
verhaltnisse unterschieden werden konnen. Anderer-
seits scheint eine Unterscheidung mancher Chargen
von Roche-Schweiz untereinander moglich, doch muf3
wieder darauf hingewiesen werden, daf} es sich bei
den vorliegenden Mefpunkten nur um eine kleine
Auswahl der tatsdchlich vorhandenen Chargen han-
delt. Eine Unterscheidungsméglichkeit fiir alle Char-
gen scheint daher auch hier nur beschrankt moglich.
Die bei der Schweizer Produktion sich ergebenden
grofleren Unterschiede in den & D-Werten gegen-
iiber den 0 3C-Werten miissen im Sinne eines ver-
schiedenen Isotopenaustausches, verursacht durch
unterschiedliche Bedingungen bei der Synthese, oder
eines unterschiedlichen Isotopengehalts des Aus-
gangsmaterials, gedeutet werden.

Eine Kombination beider Werte, wie sie in Abb. 4
dargestellt ist, verbessert natiirlich sowohl die Sicher-
heit der Unterscheidung zwischen Proben verschie-
dener Herkunft als auch die Chance, zwei Chargen
gleicher Herkunft unterscheiden zu konnen.

Die Verarbeitung von Diazepam zu irgendeiner
Verabreichungsform und die Riickgewinnung aus
Handelspriparaten wie Ampullen-Losungen oder
Tabletten etc. haben keinen Einflul auf das Iso-
topenverhdlinis, vorausgesetzt, dal} extreme Bedin-
gungen, die zum Austausch von Wasserstoffatomen
fithren wiirden, vermieden werden.

Die Isotopenverhilinisse konnen daher, neben
dem iiblichen Nachweis bestimmter Verunreinigun-
gen, zur Bestimmung der Herkunft von Arzneimit-
teln mit guter Aussicht auf Erfolg herangezogen
werden.

Fiir die kritische Durchsicht des Manuskriptes dan-
ken wir Herrn Professor Dr. H. Simon sehr herzlich.
Die Proben stammen aus den Referenzmuster-
lagern von Roche-Schweiz und Roche-USA. Frau Dr.
J. Sheridan und Dr. N. Rigassi sind wir fiir Beschaf-
fung und Auswahl dieser Proben zu besonderem
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