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Analytical Data on the New Benzodiazepine Derivative, 
Midazolam (Dormicum), and Its Metabolites 

Summary. The article describes analytical data for the detection of mida- 
zolam, a-hydroxymidazolam, 4-hydroxymidazolam and c~,4-dihydroxy- 
midazolam, as well as important pharmacokinetic properties. Extraction 
from biological specimens is also reported. 
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Zusammenfassung. In der Arbeit werden analytische Daten zum Nachweis 
yon Midazolam, ~-Hydroxi-midazolam, 4-Hydroxi-midazolam and a,4- 
Dihydroxi-midazolam sowie wichtige pharmakokinetische Eigenschaften 
mitgeteilt. Weiterhin wird fiber die Extraktion aus biologischem Material 
berichtet. 

Schliisselw6rter: Midazolam, analytische Daten - Dormicum, analytische 
Daten 

Vor einiger Zeit wurde mit Midazolam (I) (Ro 21-3981; Dormicum) ein neues 
1,4-Benzodiazepin entwickelt, bei dem die hypnotische Komponente im Wir- 
kungsspektrum herausragt. Daneben besitzt Midazolam (I) jedoch auch anxio- 
lytische, antikonvulsive und muskelrelaxierende Eigenschaften. Besonders 
bemerkenswert ist die extrem kurze Eliminationshalbwertzeit von ca. 2 Std, die 
mit einer kurzen Wirkdauer korreliert. Aufgrund des basischen Stickstoffs in 
Position 2 des Imidazolringes lassen sich von Midazolam (I) wasserl6sliche 
Salze gewinnen (z. B. Maleate oder Hydrochloride). Dies hat den Vorteil, daf3 
bei der Herstellung von injizierbaren Zubereitungen auf organische L6sungs- 

* Herrn Dr. James Bfiumler (Basel) zum 60. Geburtstag gewidmet 
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vermittler verzichtet werden kann, die oft Ursache ffir Schmerzen an der Injek- 
tionsstelle oder gar Thrombophlebitiden sind. Midazolam (I) steht in der Bun- 
desrepublik I bislang nur zur parenteralen Applikation (i.v. oder i.m.) zur Ver- 
ffigung, da nach peroraler Gabe starke interindividuelle Resorptionsschwan- 
kungen beobachtet wurden [19] und wird hauptsfichlich zur Narkoseinduktion 
bzw. Sedierung vor chirurgischen Eingriffen eingesetzt. Midazolam wirkt, wie 
alle Benzodiazepine, als inhibitorischer Transmitter und verstgrkt prfi- und 
postsynaptische Hemm-Mechanismen fiber Benzodiazepin-spezifische Rezep- 
toren an Synapsen mit 7-Aminobuttersfiure (GABA). Weitere Einzelheiten zur 
Pharmakologie und Klinik s. [2-5, 7, 9-12, 19, 20]. 

Strukturchemisch besteht eine enge Verwandtschaft mit Triazolam (Hal- 
cion) and Alprazolam (Xanax, Tafil), da auch Midazolam (I), zwischen den 
Positionen 1 und 2 des 1,4-Benzodiazepingerfistes ein 5-gliedriges Ringsystem 
besitzt, das haupts~ichlich Ursache ffir die pharmakokinetischen Eigenschaften 
(kurze Eliminationshalbwertszeit u. a.) ist. In der vorliegenden Arbeit soll fiber 
wichtige pharmakokinetische und analytische Daten berichtet werden. 

Allgemeine Daten und Eigenschaften 

Midazolam (I) (8-Chlor-6-(2-fluorphenyl)-l-methyl-4H-imidazo [1,5-a] [1,4] 
benzodiazepin); Molgewicht 325,77; Bruttoformel C18H13C1FN3; Fp. ca. 160°C 
(Base); pKa = 6,15 -+ 0,1 (N in Position 2). 

Besonders bemerkenswert ist eine pH-abhfingige Ring6ffnung: Bei pH- 
Werten fiber 4 liegt das Gleichgewicht auf der Seite des geschlossenen Ringes 
(Struktur I), wfihrend bei niedrigeren pH-Werten eine reversible Ring6ffnung 
(Struktur II) stattfindet (vgl. Abb. 1). Die L6slichkeit betr~igt in w~igrigen 
L6sungen etwa 85 mg/ml bei pH 2,7 bzw. 0,3 mg/ml bei pH 7,6 [5]. Dosierung 
von Midazolam: 2,5-5 mg i.v. (0,05-0,10 mg/kg KG) 5-10 min vor dem Ein- 
griff. 

1-Hydroximethyl-midazolam (III) (= 0>Hydroxi-midazotam) (8-Chtor-6-(2- 
fluorphenyl)-4H-imidazo [1,5-a], [1,4]-benzodiazepin-l-methanol); Molgewicht 
341,7; Bruttoformel C18H13C1FN30. 

4-Hydroxi-midazolam (IV) (8-Chlor-6-(2-fluorphenyl)-l-methyl-4H-imidazo 
[1,5-a], [1,4] benzodiazepin-4-ol); Molgewicht 341,77; Bruttoformel 
C18H13C1FN30. 

H3 C'-~j~\ H3C "T~N 

Cl ~ CI~'~F 

i U F z 
Midazotam 

p H > 4.0 pH < &0 
Abb. 1. Abhfingigkeit der Midazolam-Struktur vom pH-Wert 
1 In der Schweiz ist Midazolam auch in Tablettenform im Handel erh/iltlich 
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1-Hydroximethyl -4-hydroxi-midazolam (V) (=  ~, 4-Dihydroximidazolam)  (8- 
Chlor-6-(2-f luorphenyl)-4-hydroxi-4H-imidazo [1,5-a] [1,4] benzodiazepin-1-  
methanol ) ;  Molgewicht  357,77; Bru t to formel  C18H13C1FN302. 

B i o t r a n s f o r m a t i o n  u n d  P h a r m a k o k i n e t i k  

In  Abb .  2 ist ein Bio t rans format ionsschema wiedergegeben.  Identifiziert  wur- 
den die Metabol i ten  1-Hydroximethyl -midazolam (III )  (=  a -Hydroxi -mida-  

HOOC\ /COOH 
C=C 

H / "H 
H3CyN) HOH2C'~N) 

N-C,  -rN-C, 
CI.J..,..~ C =N/C H 2 ~ C [ ~ C = N / C H 2  

I III 
Midazolam 
-mateat 1 1 

H 3C'-~N/~ H 0 H 2C..i/7~,/ 
I~----~N-CXcHoH = K~------h~ N--C\ 

C I ~ C = N /  CIJ'~LC=N CHOH 

IV ~ F V [~ F 

Abb. 2. Biotransformation von Midazolam beim Menschen 

Tabelle 1. Plasmakonzentrationen von Midazolam nach der Verabreichung von Midazolam [9] 

Dosis 

10 mg oral ca. 80 ng/ml nach 0,5 Std (peak level) 

ca. 50 ng/ml nach 1,0 Std 
ca. 25 ng/ml nach 2,0 Std 
ca. 15 ng/ml nach 3,0 Std 

20 mg oral ca. 230 ng/ml nach 0,5 Std (peak level) 
ca. 140 ng/ml nach 1,0 Std 
ca. 90 ng/ml nach 2,0 Std 
ca. 50 ng/ml nach 3,0 Std 

O, 15 mg/kg i.v. ca. 290 ng/ml nach wenigen Minuten (peak level) 
ca. 125 ng/ml nach 1,0 Std 
ca. 55 ng/ml nach 2,0 Std 
ca. 35 ng/ml naeh 3,0 Std 

Harnkonzentrationen an konjugiertem o~-OH-Midazolam (III) 

10 mg oral 7- 8 mg innerhalb 24 Std 
20 mg oral 13-16 mg innerhalb 24 Std 
0,15 mg/kg i.v. 6- 9 mg innerhalb 24 Std 
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zolam), 4-Hydroxi-midazolam (IV) und 1-Hydroximethyl-4-hydroxi-midazolam 
(V) (= a, 4-Dihydroxi-midazolam) [1, 4, 9-12, 19-21]. Die Hydroxiverbindun- 
gen III, IV und V liegen fast ausschliel31ich als Konjugate vor. 

Im Blut tritt nach therapeutischen Dosen (z. B. 10 mg i.v.) neben Mida- 
zolam (I) praktisch nur der Hauptmetabolit 1-Hydroximethyl-midazolam (III) 
auf,  wobei die Plasmakonzentration yon freiem III meist unter der Nachweis- 
grenze liegt. Mef3bar sind dagegen Maximal-Spiegel von III-Glucuronid in der 
Gr613enordnung von 300 ng III-Glucuronid/ml bei einer Eliminationshalbwerts- 
zeit von etwa 80 rain neben Midazolamkonzentrationen (Peak Level) yon etwa 
100 ng I/ml nach 30 min bzw. etwa 10 ng I/ml nach ca. 3 Std [21]. Die Elimina- 
tion erfolgt also aul3erordentlich rasch. 4-Hydroxi-midazolam (IV) und 1- 
Hydroximethyl-4-hydroxi-midazolam (V) werden praktisch sofort und quanti- 
tativ konjugiert. 

Im Ham treten allenfalls Spuren von Midazolam (I) auf. Der Hauptweg der 
renalen Exkretion verlfiuft fiber III zu III-Glucuronid. Es wird ein hoher ,,first 
pass-Effekt" angenommen [2, 10, 21]. Der Anteil yon III-Konjugat betrfigt 
innerhalb 24 Std 60-70% der verabreichten Dosis [10]. Die Proteinbindung yon 
I liegt bei etwa 96% [7]. 

Untersuchungen zur Analytik 

Extraktion 

Zur Isolierung der freien Wirkstoffe werden Serumproben (z. B. 1-2 ml) mit der 
gleichen Menge gesfittigter Natriumphosphatl6sung (Na3PO4, aqu.) versetzt 
und mit Diethylether grfindlich extrahiert (Vortex-Mixer). Die organische 
Phase wird abgesaugt und eingedampft (nach M6glichkeit im Stickstoffstrom). 
Die Aufbewahrung erfolgt tiefgekfihlt (-20°C). Kurz vor der Weiterunter- 
suchung wird in 0,1 ml Methanol gel6st. 

Harnproben werden nach Zugabe von Natronlauge bis pH 11-12 ebenfalls 
mit Diethylether extrahiert. Weitere Verarbeitung s. o. 

Zur Konjugatspaltung werden die Proben in der gewohnten Weise mit Aryl- 
Sulfatase (EC 3.1.6.2)/[~-Glukuronidase (EC 3.2.1.31) (z.B. Art.-Nr. 15427 
EGAF Boehringer, Mannheim) versetzt (ca. 0,5 Vol.%) und 18-24 Std bei 
37°C inkubiert. Die Extraktion der aus den Konjugaten freigesetzten Meta- 
boliten erfolgt anschlieBend in der oben geschilderten Weise. 

Di~nnschichtchromatographie (TLC, DC) 

Eine hydrolytische Spaltung zu Aminobenzophenon-Derivaten ist bei Midazo- 
lam und seinen Metaboliten zwar m6glich (vgl. Abb. 1); dabei entstehen jedoch 
keine Verbindungen, die im Rahmen der bestehenden Screening-Tests [14-18] 
nach Bratton und Marshall (fiber Diazotierung und Azokupplung) anzuffirben 
sind. 

Zum Screening wird daher die dfinnschichtchromatographische Unter- 
suchung der unverfinderten Wirkstoffe empfohlen, wobei jedoch zu beachten 
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ist, dab die Elimination aus dem Organismus aul3erordentlich rasch erfolgt (vgl. 
pharmakokinetische Daten).  Es wurden folgende hRf-Werte gemessen: 

TabeUe 2. hRf-Werte 

Substanz Fliegmittelsystem 

Toluol 85 Chloroform 80 Methanol Ethylacetat 85 
iso-Propanol 15 Ethanol 20 Methanol 10 
Ammoniak25% 5 (v/v) Ammoniak25% 5 
(v/v/v) (v/v/v) 

Midazolam (I) 45 82 71 61 
a-OH-midazolam 34 76 76 49 

(III) 
4-OH-midazolam 23 71 73 53 

(IV) 
a,4-Dihydroxi- 17 56 78 38 

midazolam (V) 

Technische Einzelheiten: DC-Fertigplatten Kieselgel 60 F254, 
20 x 20 cm, Schichtdicke 0,25 mm (z. B. Art.-Nr. 5715 E. Merck); 

Detektion: a) Fluoreszenzminderung bei 254 nm 
b) Reagenz nach Dragendorff (orangebraune Anffirbung bei I, III und IV) 
c) Kaliumiodoplatinat (orangebraune Anffirbung bei IV) 

Aufsteigende Methode, Kamers~ttigung, keine besondere Aktivierung 

Tabelle 3. Unsere Untersuchungen ergaben folgende Retentionsindizes nach Kovfits 

Substanz OV-101 OV-17 

220°C 2 5 0 ° C  2 8 0 ° C  2 2 0 ° C  2 5 0 ° C  280°C 

Midazolam 2570 2620 2680 3080 3155 3210 

a-Hydroxi-midazolam 2725 2780 2825 - -  3355 3415 

4-Hydroxi-midazolam 2485 2535 2580 3005 3070 3115 
(wahrscheinlich 
Pyrolyseprodukt) 

Gaschromatographie (GLC, GC) 

Bedingt dutch den polaren Charakter von Midazolam und insbesondere seiner 
Metaboliten tritt die Gaschromatographie beztiglich ihrer Brauchbarkeit  etwas 
in den Hintergrund. So ist es unumgfinglich, die hydroxilierten Metaboliten III, 
IV und V mittels BSTFA zu silylieren. Eine diesbezfigliche Arbeitsvorschrift 
wurde von Puglisi et al. [13] publiziert (Nachweisgrenze 5 ng/ml ftir Midazo- 
lain). Greenblatt  et al. [6] entwickelten eine weitere GLC-Methode (Silylierung 
mit BSTFA, 5% OV-101 auf Gaschrom Q, ECD).  Die Nachweisgrenze dieses 
Verfahrens liegt bei 4 ng/ml (Midazolam) bzw. 3 ng/ml (~-Hydroxi-midazolam 
(Ill)).  Zur  gaschromatographischen Bestimmung von Midazolam und (III) 
siehe auch [8]. 



202 H. Schtitz 

100"/* 

Ic,-~ 
I'-" 

Midazolam H3C'~N/~ 
N--C\ 

C[~C:N/CH~ 

t ~  

l ll,u 
i n  t-- 

t 9  ~ o ~ o  ~ t ~  

1 T -  I ° 
e,l  

,,~ ~,11,~ , i ~)- ,I, 

Abb. 3.Massenspektrum von Midazolam (I) 

04 
~ u 3  e4  

,I ,I, I~ h 

100% 

o~- Hydroxi  - Midazotam 
H0.2C-.¢% 

N--C\ 
CI~[~C=N/CH 2 

d 
C,4 ¢~  t O ~ O  e4  C ~  

Abb.4. Massenspektrum von ct-Hydroxi-midazolam (IiI) 

10 0 */ ,  

4 - Hydroxi - Midazo lam H ~cm'-~_ ) 

=~:::c.o. 
CF 

N~N~ 

III ~IIIIII II ~ ~ =" I I ,TT IZJ I, li, I l 
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Hochdruckfliissigkeitschromatographie (HPLC, LC) 

Diese  Methode  eignet sich gut f/Jr die Analytik von Midazolam und seinen 
Metaboliten.  Besonders  erwihnenswert  ist der groBe Linearititsbereich von 
30 ng bis 10 ~tg. Weitere Daten: LiChrosorb RP 8, 5 ~tm, Detekt ion  bei 215 nm, 
Nachweisgrenze 30 ng/ml, Mobile Phase 0,02 mol/1 Natr iumaze ta t /Methano l  
(600: 400, v/v), ] ,6  ml/min, 22,78 MPa. N i h e r e  Einzelheiten s. Vree et al. [21]. 
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Massenspektrometrie (MS) 

Die Massenspektren von I, III, IV und V sind in den Abbildungen 3-6 wieder- 
gegeben. Technische Daten: Direkteinlag, E.I. 70 eV, 80°C (I), 150°C (III), 
125°C (IV) bzw. 160°C (V). 

Ultraviolett-Spektroskopie (UV) 

Die UV-Spektren von Midazolam und seinen Metaboliten sind wenig charak- 
teristisch und besitzen lediglich Maxima im Bereich der Absorptionsgrenze. Sie 
kommen daher kaum f/Jr einen Screening oder Nachweis in Betracht. 

Infrarot-Spektroskopie (IR) 

Im Hinblick auf den relativ hohen Substanzbedarf der Methode (auch bei 
Anwendung von Mikrotechniken) und die nach der Einnahme von Midazolam 
nur sehr geringen Wirkstoffkonzentrationen, ist der Einsatz der IR-Spektro- 
skopie praktisch auf die Untersuchung und Identifizierung von Handelszuberei- 
tungen (z. B. Ampulleninhalt) begrenzt. Das Infrarot-Spektrum von Midazo- 
lain ist in Abb.7 wiedergegeben (Midazolam-Base). 

Enzymimmunoassay (EMIT R) 

Beim EMIT(d.a.u.)-Test bewirken 0,3 mg Midazolam/1 die gleiche Extink- 
tions~inderung wie 0,5 mg Oxazepam/1 oder 0,4 mg Diazepam/1. Mit diesem gut 
praktikablen Verfahren steht somit ebenfalls eine rasche und empfindliche 
Screening-Methode zur Verfiigung. 

Diskussion 

Aufgrund der Untersuchungen k6nnen je nach Fragestellung folgende Analy- 
senmethoden empfohlen werden: 

Screening 

EMITR-Verfahren; Dtinnschichtchromatographie beim Vorliegen gtinstiger 
Ausscheidungsverhfiltnisse; Massenspektrometrie in der S.I.M.-Variante (emp- 
fohlener Wert rrde = 310 fiir Midazolam and ~-Hydroxi-midazolam). 

Identifizierung 

Massenspektrometrie, chromatographische Verfahren (Kombination, ins- 
besondere HPLC), bei der Untersuchung von Zubereitungsformen auch IR- 
Spektroskopie. 

Danksagung. Wir danken der Fa. Hoffmann - La Roche A.G. ffir die freundliche f0berlas- 
sung von Substanz- und Schriftenmaterial. 

Herrn PD Dr. D. Post danke ich flit die Messung der Retentionsdaten. 
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F~r eine stfindige F6rderung und Untersttitzung sei nicht zuletzt auch folgenden Institu- 
tionen gedankt: Bund gegen Alkohol im StraBenverkehr e.V.; Deutsche Forschungsgemein- 
schaft; Fonds der Chemischen Industrie. 
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