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SUMMARY

New cannabinoids. I

Water-soluble cannabinoids —especially cannabinoid acids— were isolated
from cannabis extracts by adsorption on XAD resins. In these extracts the previously
unknown cannabinoids C;-cannabichromanone, C;-cannabielsoin and C;-cannabiel-
soic acid B were detected by gas chromatography—mass spectrometry. The main com-
pound, an acid of so far unknown structure, has the same skeleton as the compound
of mass 328 that has been isolated some time ago. The extract contained also its
Cs-homologue and the C -homologous acid.

EINLEITUNG

Gut wasserl6sliche Verbindungen, insbesondere Glykoside, kénnen aus wiss-
rigen Extrakten durch Adsorption an XAD-Harzen! gewonnen werden. Wir haben
diese Methode zur Isolierung bisher unbekannter Cannabinoide angewandt und an-
schliessend das Verbindungsgemisch —gegebenenfalls nach vorhergehender Deriva-
tisierung— mit der Kombination Glaskapillargaschromatograph—Massenspektro-
meter untersucht, dhnlich wie wir dies in einer vorangegangenen Arbeit beschrieben
haben?3.

Eine Haschischprobe unbekannter Herkunft (107 g; griiner Afghan) wurde in
einem Mixer zerkleinert und mit Methylenchlorid—Ethanol (1:1) zweimal mazeriert.
Der nach dem Abdestilliecren der vercinigten Ldsungsmittel im Vakuum erhaltene
Riickstand (31 g) wurde zwischen Essigester und Wasser verteilt. Die zur weitgeben-
den Entfernung von Neutralcannabinoiden noch zweimal mit Essigester ausgeschiit-
telte wissrige Phase wurde nach dem Durchleiten von Stickstoff (zur.Entfernung von
Essigesterresten) aber cine XAD-4 Siule (500 g) gegeben. Das ttockengelaufene S3u-

* Feil 1, siehe Lit. 2. ;
** An den Korrespondenz zu richten ist.
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lenmaterial wurde anschliessend 48 h in einer Soxhlet-Apparatur mit Methanol ex-
trahiert. Nach dem Abdestillieren des L&sungsmittels im Va.kuum ercaben sich 398
mg (3.7-107*%;) an amorphem Riickstand.

Nach dem Auischlimmen in Acetatpuffer (pH 4 7) und der Behandlung im
Ultraschallbad konate die Probe weitgehend gelst werden. Eine darauffolgende Ex-
traktion mit Essigester tiberfiithrte 47% der Substanzmenge in die organische Phase,
woraus sie durck Abdestillieren des Losungsmittels im Vakuam medergewonnen
werden konnte.

Aus dem erhalienen Stoffgemisch wurden nach Literaturangaben durch Um-
setzung mit etherischer Diazomethanlsung Methylester?, durch Reaktion mit Me-
thylborsidure Methylborsdureester®® und mit N—Methyl—N—trimethylsilylttiﬂuoracet-
amid (MSTFA)-Pyridin Trimethylsilyl-(TMS-)Derivate’ dargestellt.

Gaschromatogramme und Retentionsindices wurden an mit FID ausgestatteten
Carlo Erba 2300-Gaschromatographen gemessen. Die Glaskapillarssulen (25 m x
0.3 mm 1.D.) waren mit SE-30 nach der statistischen Methode belegt. Die Injektor-
temperatur betrug 275°. Zur Aufnahme der abgebildeten Gaschromatogramme wurde
die Ofentemperatur 3 min bei 170° (Fig. 1) bzw. 200° (Fig. 4) gehalten und dann
bis 290° mit 2°/min programmiert. Als Trigergas diente Helium. Die Bestimmung
der Retentionsindices erfolgte bei einem Temperaturprogramm ab 180° (3 min iso-
therm) mit 1°/min, als Trigergas diente Wasserstoff (0.6 kg/cm?).

Zur Feststellung der Retertionsindices wurden die Proben zusammen mit den
geradzahligen n-Kohlenwasserstoffen von C,sHj bis C;,Hgs injiziert®. Die Berech-
nung der Indices erfolgte auf Grund der von einem Integrator (Spectra-Physics, Auto-
lab Svstem I) ausgedruckten Verweilzeiten der Kohlenwasserstoffe und der Canna-
binoide (4¢; = 0.02).

Massenspektren wurden mit einer LKB 2091 Gaschromatograph—Massenspek-
trometer-Kombination (Glaskapillarsduleninnendurchmesser 0.3 mm; SE-30 Diinn-
film) gekoppelt mit einem LKB 2130-Datensystem (mit PDP-11-Rechner) aufgenom-
men. Die Ionisierungsenergie betrug 70 €V, der Totalionensirom wurde bei 20 €V re-
gistriert. Der Heliumfluss in der 25-m Glaskapillarsdule betrug 2 ml/min und die
In]ektortemperatur 275°. Programmiert wurde mit 2°/min.

- Zum Nachweis metastabiler Ionen wurden Massenspektren an einer Varian
MAT CH-7 Gaschromatograph—Massenspektrometer-Kombination auf Photopapier
aufgenommen.

Hochaunflésungswerte wurden an einer Varian MAT 731 Gaschromatograph-
Masseaspektrometer-Kombination (gepackte Siule, 39/ SE-30 auf Chromosorb W
AW DMCS) bestimmt. Dazu wurde die genaue Masse des erwarteten Ions berechnet
und auf dem Sichtschirm eingestellt. Erschien die Verbindung im Verlauf des Gas-
chromatogramms, musste bei Ubereinstimmung der berechneten und tatsachhchen
Masse das Ion deutlich hervortreten.

ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Die gaschromatographlsch—massenspektrometnsche (GC-MS) Untersuchung
der underivatisierten Probe zeigt im Gegensatz zur Fraktion der mit Essigester
extrahierbaren Cannabinoide, die als Hauptkomponenten Cannabidiol (CBD), Te-
trahydrocannabinol (THC) und Cannabinol (CBN) aufweist, als Hauptbestandteil
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TABELLEI

GC-PEAKZUORDNUNG DER WASSERLOGSLICHEN CANNABINOIDE
Bei den kursiv gedruckten Yonen handelt ¢s sich um die jeweiligen Basispeaks.

15

Peak-Nr. te Mt Toners Lir.
1 21.35"" 346 331,273 (M —73)
2 21.70 304 Cs~Cannabichromanon (Fig. 2)
3" 2177 300 (65) 285 (M —15:18), 282 (M —18;20), 267 (M —33;20),
257 (M —43;100), 243 (M —57;27), 242 (M —58;41),
230 (M —T70;54), 229 (M —71;54), 43
4 22.11 302 Cs-Cannabielsoin (Fig. 3)
5 3600 285
6 22.86 300 (50) 285 (49), 257
T 2297 374 359,301 M —T73) -
8 23.12 282 C;-Cannabinol 16
9 23.58 314 Cannabidiol 17
10 23.73 332 Cannabichromanon 2,3
11 23.78 328 (65) 313 (M —15;16), 310 (M —18;17), 295 (M —33;11),
285 (M —43;100), 271 (M —57;20), 270 (M —58;19),
258 (M —70;50), 257 (M —71;43), 43 (45)
12 24.13 330 Cannabielsoin 12
13* 24.52 314 Tetrahydrocannabinol 18
14* 310 295
15 308 Dehydrocannabifuran 2,3
16 24.96 (350) Phthalsdurediisooctylester 19
17 24.99 402 387,329 (M —73)
i8 25.17 310 Cannabinol 17
19~ 328 285, 214 2,3
20* 302 287, 246
21" 25.76 330 (29) 315 (5), 262 (12), 247
22 26.32 310 Cannabifuran 2,3
23" 346 290
24 330 (82) 315(29), 299
25" 346 290
26 28.00 408 CusHss
27" 25.18 360 C;-Cannabielsoinsiure-B-methylester (Fig. 8)
28 25.50 358 Fig. 5
29 390 375
30* 384 342
31° 388 373, 357
32 26.81 388 Canaabielsoinsaure-B-methylester (Fig. 7) 14
33 27.32 386 Fig. 5
34" 402 384, 371
35 404 373, 348
36 404 373, 348

* In diesen Fillen enthielten die GC-Peaks noch weitere Verbindungsn.
£z wurde graphisch ermittelt (41; L 0.04).

Cannabielsoin (12), dentlich weniger CBD (9) und CBN (18) und nur eine Spur THC
(13); die letzten drei Cannabinoide werden wegen ihrer teilweisen Wasserloshchke:t
auch in der wissrigen Fraktion gefunden®.

Zusitzlich zu den bereits bekannten Cannabinoiden (siche Tabelle I) liessen
sich aus den Massenspektren der in Fig. 1 angezeigten Peaks die Strukturen der fol-
genden bisher unbekanoten ableiten.
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Fig. 1. Gaschromatogramm der Fraktion der wasserlislichen Cannabinoide. Zur Peakzuordnusag
siehe Yabelle L.

Peak 2 enthilt eine Verbindung mit dem Molekulargewicht (MG) 304 (Fig.
2). Die Summenformel wurde durch Hochauflosung zu C,3H,,0, bestimmt. Im Mas-
senspektrum liegen die Schliisselionen bei den Massen 289 (M — 15),231 {M — (154
58)1, 219 [M — (15 + 70)] und 179 (M — 125). Molekiilionen und Schliisselicnen
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sind damit bis auf das gemeinsame Bruchstiick der Masse 150 gegeniiber Cannabi-
chromanon (10?2 (C,eH,:0.; MG 332) um 28 Masseneinheiten (ME) oder C,H, zu
niedrigeren Massen verschoben. Nach der Biemannschen Verschiebungsregel’® liegt
demnach C;-Canpabichromanon vor.

C3-Canncbichremainon

_ Cs-homologe Cannabinoide sind bekanntlich Begleitverbindungen der in
grisserer Menge vorkommenden Cs-Verbindungen't.

Zur Bestatigung der Struktur wurde ein Teil der Probe mit Methylborsinre
umgesetzt. Wie wir fanden, setzen sich Verbindungen, diec das Strukturclement Ia
enthalien und demnach in der Enolform Ib vorliegen k&annen, mit Alkylborsiure zu
einem cyclischen Derivat um (die Reaktion erfolgt nicht guantitativ, etwa die Hiifte
der Ausgangsverbindung bleibt unumgesetzt). Hochauflsungswerte bestitigen die
Summenformel des Molekiilions (C;.H,sO.B) und des (M — 15)-Schliisselions
(C,sH,,0,B) dieser Verbindung.

>@©_;

Cs- (2) und Cs;-Cannabichromanon (10) erwiesen sich als nicht stabil, ihre
Konzentration nahm im Vergleich zu den anderen Cannabinoiden beim Aufbewahren
stindig ab.

Dem Peak 3 entspricht cin Cannabinoid der Masse 300. Das Massenspekirum
gleicht der Verbindung mit dem Molekulargewicht 328 (11) unter Verschiebung der
Schliisselionen um 28 ME zu niedrigeren Werten. Die hier neu nachgewiesenene Ver-
bindung 3 stellt demnach das C;-Homologe der Verbindung 11 dar.

Der Verbindung 11 wurde von uns zunichst die vorliufige Struktur eines 5-
Oxo-THC zugeordnet®3, doch zeigen moch micht abgeschlossene neuere Unter-
suchungen, dass dieser Stmkturvozsch_ag picht aufrechterhalten werden kann. So
enthdlt die Verbindung die Carbonylgmppe nicht in einem Ringsystem, sonderr in
Form einer CH CO-Gruppe. ~

Das Massenspektrum der Verbmdung aus Peak 4 Iasst ein I\'Eolekulargemcht
von 302 erkennen (Fig. 3). Schliisselionen bei (M — 83) und (M .— 125) ME sowie
bei mfe. 147 sind charakteristisch fiir eine Verbindung vom Typ des Cannabielsoin'®
Daraus ergibt sich, dass dwser Verbindung die Struktur des C3-Cannab1elsom Zil-
ﬁm }

Daneben wurde eine Anmh! bisher noch nicht ldennﬁzxetter Cannabmoxde‘
f&stgmteiit. Ihre Molekulargewichte (nur bei eindeutigen Fallen) und mitunter auch
der Basispeak sind der Tabelle I zu entnehmen.-

Bei den Verbindungen I, 7 und 17 handelt es sich um C,-, C_-,- und Cs-Homo-

OH OH
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Fig. 3. Massenspektrum des C;-Cannabielsoin.

loge eines neuen Cannabinoidtyps. Sie lassen in den Massenspektren alle einen Basis-
peak bei (M — 15), ein Molekiilion von ungefahr 109, und ein (M — 73)-Bruchstick
von etwa 40 7 erkennen.

Freie Canrabinoidsiuren erleiden im Gaschromatographen Zersetzung; zu-
mindest werden sie decarboxyliert. Zur Priifung auf ihr Vorhandensein wurde daher
eine Probe des erhaltenen Exiraktes vor der GC-Trennung mit etherischer Diazome-
thanlosung umgesetzt®. Die anschliessende Untersuchung in der Gaschromatograph—
Massenspektrometer-Kombination zeigt das in Fig. 4 reproduzierte Gaschromato-
gramm. Die Massenspektren lassen unter anderem das Vorhandensein der folgenden
Cannabinoidsiuremethylester erkennen.

Hauptkomponente ist ein Ester der Masse 386 (Peak 33; C,;H1,0s; Fig. J).
Basispeak ist das Ion der Masse 311 (C,,H,303), entsprechend der Abspaltung von
C;H-0, (CH;0H und CH;CO-). Dieses Ion wird iiber die primire Abspaltung voa
CH;CO- aus dem Molekiilion gebildet (belegt durch metastabile Tonen m/fe 305 und
282). Der bevorzugte Verlust von 43 ME ist typisch fiir die oben erwidhnte Verbin-
dung 11. Das Vorhandensein des gleichen Grundgeriistes wie bei der Verbindung 11
wird durch die Bildung der Ionen bei mfe 328 (C,oH,O0:; M — C;H0), m/e 316
(C19H2404, M — CH0) und m/e 272 (C,;,Hlsoh mfe 328 — C,Hj) erkennbar.

Da dieser Carbonsdauremethylester in Fig. 4 als Hauptkomponente erscheint,
muss man annehmen, dass im Gaschromatographen die underivatisierte Saure fast
vollstindig durch thermische Zersetzung zerstdrt wird, wihrend sich unter Abspaltung
von CO, die Verbindung 11 nur zu einem geringen Teil bildet, so dass in Fig. 1
Cannabielsoin als Hauptcannabinoid hervortritt.

Mboglicherweise ist diese Siure identisch mit einer Cannabinoidsdure ,,leicher
Summenformel (und unbekannter Struktur), die kurzhch von Hanu$ und KrejGi®

isoliert wurde.
Der Peak 28 en:hilt einen Cannabinoidsdure ester mit dem Molekulargemcht

358 (C,,H.:0.: Fig. 6). Dac Fragmentisrungsschema gleicht dem von Verbindung 33,
das Cs-homologe Cannabinoid liegt also urspriinglich auch als Carbonsédure vor.

. Die Umsetzung der Methylester 28 und 33 mit MSTFA verschiebt die Molekiil-
ionen um 72 ME nach m/e 460 bzw. 432. Dabei wird allerdings keine freie phenolische
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Fig. 4. Gaschromatogramm der Fraktion der wasserlGslichen Cannabinoide pach der Derivati-
sierung mit Diazomethan. Zur Peakzuordnung siche Tabelle 1.

OH-Gruppe umgesetzt. Der Basispeak bei m/fe 143, der auch bei dem monosilylierten
Neutralcannabinoid 11 bei gleicher Masse hervortritt”, dentet vielmehr darauf hin,
dass sich die Ketogruppe zum Enol-TMS-Derivat umgesetzt hat.

Peak 32 enthiilt Cannabielsoinsiuremethylester (C,;H3,05; MG 388; Fig. T)*%.
Der Methylester aus Peak 27 (C;;H,;3,05; MG 360; Fig. 8) zeigt das gleiche Bruch-
stiickverhalten, auch hier erscheint der Basispeak bei M — 125 ME. Demnach handelt
es sich bei dieser Verbindung um C;-Cannabielsoinsguremethylester.

Die Derivatiserung der Cannabielsoinsiuremethylester mit MSTFA fiihrt zur
Einfiihrung von zwei TMS-Gruppen, wobei sich die Molekulargewichte auf 532 bzw.
504 erhhen. Die charakteristischen Spaltstiicke erscheinen im Massenspektrum bei
myfe 108 (CgH,,*) und mfe 130 (C;HOSIC;H, ), die dem alicyclischen Teil der Mole-
kiile entstammen. Demgegeniiber sind die fiir die Cannabielsoinstruktur typischen
Yonen bei M — 83 und M — 125 ME aoder der Verlust von CH30- und TMSOH
deutlich weniger intensiv.

* Das Massenspektrum des TMS-Ether der Verbindung 11 wurde von der auf anderem Wege
‘solierten Substanz echalten.
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Aus den bisher mitgeteilten Untersuchungsergebnissen lasst sich noch nicht
die Stellung der Carboxylgruppe am Cannabinoidgeriist ableiten. Um zu entscheiden,
ob diese als o- oder als p-Phenolcarbonsiure vorliegen, wurde ein Teil der Ausgangs-
probe mit Methylborsdure umgesetzt. Bei dieser Reaktion entstehen nach Harvey’
nur aus den ¢-Phenolcarbonsduren cyclische Borsiurederivaie.

Die GC-MS-Untersuchung der Reaktionsprodukte ergab nur die Anwesen-
heit der Cannabinoide 3 und 11, nach zusitzlicher Veresterung die der Verbindung
27 und 32. Danach ist die ¢-StaAndigkeit von Phenol- und Carboxylgruppe auszu-
schliessen. Nach der Bezeichnungsweise von Shani und Mechoulam®* handelt es sich
demnach bei 27 um C;-Cannabielsoinsdure B.

won  §OoH

Auch die Sduren 28 und 33 bilden keine Borsdurederivate.

Die Cannabinoide 3 und 4 dirften urspriinglich auch als Sduren vorgelegen
haben. Da Cannabinoidsiuren aber bei ldngerer Lagerung (insbesondere in Losung)
decarboxylieren kGnnen, muss mit ihrem Aufireten als Spurenbestandieil auch in
Haschischextrakt-Neutralfraktionen gerechnet werden'®,

Zur Priifung auf Cannabinoidglykoside wurden die von der XAD-Siule
cluierten Substanzen enzymatischen Verseifungsversuchen mit Enzymen aus Helix
pomatia sowie mit e- und mit S-Glucosidase unterworfen. Nach iiblicher Aufarbeitung
ergab sich ein im Cannabinoidbereich unveridndertes Gaschromatogramm. Danach
lagen hier offensichtlich keine Cannabinoidkonjugate vor.

SCHLUSSBETRACHTUNG

Aus einem Haschischextrakt wurden gut wasserlGsliche Cannabinoide durch
Adsorption an XAD-4 isoliert. Dabei wurden vor allem Cannabinoidsduren abge-
trennt, die ebenso durch Extraktion mit Natronlauge'* gewonnen werden k&nnten.
In diesem Falle steigt allerdings der Anteil an Fettsduren stark an, so dass die Can-
nabinoide im Gaschromatogramm teilweise iiberlagert werden. Daneben treten in
dieser Fraktion jedoch noch einige Neutralcannabinoide in Erscheinung, die bei der
Untersuchung der Neutralfraktion der Haschischprobe in einer Gaschromatograph—
Massenspektrometer-Kombination nicht mehr sachgewiesen werden konmnen, weil
hier ihre Konzentration gegeniiber den anderen Neutralcannabinoiden zu gering ge-
worden ist. Dieser Trennungsweg erdffnet somit die Moglichkeit der Isolierung wei-
terer gut wasserloslicher Cannabinoide, die vielleicht in Haschischproben angerei-
chert sind, die anderen Herkunfislindern oder anderen Cannabisarten entstammen.
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ZUSAMMENFASSUNG

Durch Adsorption an XAD-Harz wurden aus Cannabisextrakt wasserlSsliche
Cannabinoide —vor allem Cannabinoidsduren— gewonnen. Diese Extrakte enthal-
ten, wie eine Untersuchung in einer Gaschromatograph—Massenspektrometer-Kom-
bination ergab, die bisher unbekannten Cannabinoide C;-Cannabichromanon, Cs-
Cannabielsoin und C;-Cannabielsoinsédure B.

Die in Hauptmenge vorkommende Siure hat das gleiche Grundgeriist wie eine
bereits frither isolierte Verbindung vom Molekulargewicht 328. Von dieser Ver-
bindung wurden iiberdies das Cs;-Homologe und die C;-homologe Sdure gefunden.
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