Toxichem Krimtech 2010;77(1):8

Ein neuer Wirkstoff in SPICE-artigen Kriutermischungen:
Charakterisierung von JWH-250, seinen Methyl- und Trimethylsilylderivaten

Folker Westphall, Thomas Jungel, Frank Siinnichsenz, Peter Rﬁsnerz, Jan Schiiper3

'Landeskriminalamt Schleswig-Holstein, Miihlenweg 166, 24116 Kiel
2Otto-Diels-Institut fiir Organische Chemie, Christian-Albrechts-Universitit zu Kiel,
Olshausenstr. 40, 24098 Kiel

*Bayerisches Landeskriminalamt, Maillinger Str. 15, 80636 Miinchen

Zusammenfassung

Wir berichten {iber die massenspektrometrische und NMR-spektroskopische Charakterisie-
rung eines weiteren cannabinoidmimetischen Indolderivates (JWH-250), das kiirzlich in einer
Sicherstellung des Bayerischen Landeskriminalamts sowohl in Reinsubstanz als auch in der
gleichzeitig sichergestellten Krautermischung aufgetreten ist. Dieser synthetische Cannabi-
noidrezeptoragonist ist damit in Deutschland zum ersten Mal als vierter Wirkstoff in SPICE-
artigen Krautermischungen sichergestellt worden. Mit dem Auftreten weiterer Analoga und
Derivate muss offensichtlich weiterhin gerechnet werden.

1. Einleitung

In der Rauchdroge SPICE wurden Ende 2008 auf dem deutschen Drogenmarkt zunéchst die
cannabinoidrezeptor-aktiven Wirkstoffe N-Pentyl-3-(1-naphthoyl)indol (JWH-018, 1) [1] und
die beiden C8-Isomeren (2) von CP 47,497 entdeckt [2-4]. Zusammen mit CP 47,497 und
seinen beiden C-6- und C-9-Isomeren wurden die Verbindungen 1 und 2 Ende Januar 2009
unter die Anlage II des deutschen Betdubungsmittelgesetzes gestellt. Schon kurze Zeit spiter
wurde die Verbindung 3 (JWH-073), das C4-Isomer von JWH-018, in einem SPICE-Produkt
entdeckt [5]. Eine Reihe von N-alkylierten 3-(1-Naphthoyl)- und 3-(2-Naphthoyl)indolen
wurde daraufthin mikrosynthetisch hergestellt und deren Massenspektren zur Identifizierung
von weiteren moglichen auftretenden Abwandlungsprodukten publiziert [6].

Die Sicherstellung von ca. 3 g der Verbindung JWH-250 erfolgte im Rahmen einer polizeili-
chen Durchsuchungsmafinahme in Bayern, bei der ferner u. a. gréere Mengen an TFMPP (1-
(3-Trifluormethylphenyl)piperazin) und pFPP (1-(4-Fluorphenyl)piperazin)) sowie Klein-
mengen an Mephedron (4-Methylmethcathinon) aufgefunden wurden. Neben den aufgefiihr-
ten Designer-Drogen wurden Lebensmittelfarbstoffe, ein eingefirbter Tablettierhilfsstoft,
Tablettier-Presswerkzeug mit einschlagigen Prigungen und leere Hartgelatine-Kapseln sicher-
gestellt. Ferner wurde eine Kleinmenge einer Kriutermischung in einer unbeschrifteten
Druckverschlusstiite aufgefunden.

2. Material und Methoden

Eine Probe des sichergestellten weilen Pulvers wurde vom Bayerischen LKA zur Analyse zur
Verfiigung gestellt. Alle benutzten Chemikalien und Losungsmittel wurden in p.a.-Qualitit
erworben.
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Abb. 1. Bisher in Deutschland aufgetauchte, cannabinoidrezeptoraktive Wirkstoffe
in SPICE-artigen Kriutermischungen.

2.1. Diinnschichtchromatographische Untersuchungen

Als stationidre Phase wurden TLC Silicagel 60 F,s4-Platten der Fa. Merck verwendet. Die mo-
bile Phase wies folgende Zusammensetzung auf: Cyclohexan/Diethylamin 9:1. Das Anlosen
der Wirkstoffe erfolgte in Methanol/Dichlormethan (1:1). Die Sichtbarmachung der Spots er-
folgte durch Besprithen mit einer salzsauren Kaliumiodplatinat-Losung. Zur Herstellung der
Kaliumiodplatinat-Lésung wurden 3 mL 10%ige Hexachloroplatin(I'V)sdurelésung mit 97 mL
Wasser versetzt und 100 mL 6%ige Kaliumiodid-Losung hinzugefuigt. Diese Kaliumiodplati-
nat-Losung wurde im Verhiltnis 3:2 mit konzentrierter Salzsdure versetzt.

2.2. Infrarotspektrometrische Untersuchungen

Das Infrarotspektrum wurde mit einem Nicolet 380 FT-IR mit einer Smart Golden Gate ATR-
Einheit der Firma Thermo Scientific im Wellenzahlenbereich 650 — 4000 cm™ aufgenommen.



Toxichem Krimtech 2010;77(1):10

2.3. NMR-Untersuchungen

Probenvorbereitung: Zur NMR-spektroskopischen Untersuchung wurden 12 mg der Verbin-
dung 4 in 0,6 mL CDCl3 gelost.

Gerite: Die NMR-Spektren wurden mit einem Bruker DRX NMR Spektrometer aufgenom-
men (Resonanzfrequenz 500.13 MHz fiir IH-NMR Spektren und 125.77 MHz fiir 13C-NMR-
Spektren). Mit Hilfe von Standardpulsprogrammen wurden bei 300 K: ein eindimensionales
(1D) 1H-NMR, ein CPD-entkoppeltes 13C-NMR und ein 13C-NMR—-DEPT—Experiment mit
1H-Entkopplung (GARP) aufgenommen, um die Resonanzfrequenzen aller Protonen und
Kohlenstoffatome zu erhalten. AuBerdem wurden ein 2D-gradient selected COSY [7], ein
1H,13C-HSQC [8] and ein HMBC [9] aufgenommen, die geminale und vicinale Protonen,
Kohlenstoffatome mit ihren direkt verbundenen Protonen bzw. Kohlenstoffatome mit im All-
gemeinen zwei oder drei Bindungen entfernten Protonen korrelieren [10]. Alle Spektren wur-
den auf Trimethylsilan bezogen.

2.4. GC-MS-Untersuchungen

Probenvorbereitung: Zur GC-MS-Analyse wurde ca. 2 mg des Pulvers in 1 mL Wasser sus-
pendiert, mit 5%-iger Natronlauge alkalisiert und mit 2 mL Diethylether extrahiert. 1 pL die-
ses Extraktes wurde in das GC-MS-System injiziert.

Gerite: Die Analysen erfolgten mit GC-MS bestehend aus einem Gaschromatographen (Trace
GC Ultra) der Firma Thermo Electron mit Autosampler CTC CombiPAL, gekoppelt mit
einem TSQ7000 Triple-Quadrupol-Massenspektrometer der Firma Thermo-Finnigan.

GC-Parameter: Die Aufgabe erfolgte splittless. Die Injektortemperatur betrug 220°C. Trager-
gas war Helium. Fiir die Trennung wurde eine Fused Silica DB-1 Sédule der Firma J&W,
Lénge 30 m, Innendurchmesser 0,25 mm, Filmdicke 0,25 um verwendet. Das Temperaturpro-
gramm startete bei 80°C mit einer Haltezeit von 1 min und heizte anschlieBend mit 15°C/min
auf eine Endtemperatur von 280°C auf, die 20 min gehalten wurde. Die Temperatur der
Transferline zum Massenspektrometer betrug 280°C.

MS-Parameter: Es wurde ein Massenbereich von m/z = 29 — 600 mit einem Scan/sec gemes-
sen. Zur Aufnahme der Elektronenstof3-lonisations (EI)-Massenspektren wurde eine Ionisa-
tionsenergie von 70 eV bei einer Emissionsstromstirke von 400 pA verwendet. Die Tempe-
ratur der Ionenquelle betrug 175°C. Die Chemische lonisation (CI) wurde mittels Methan als
Reaktandgas bei einem Druck von 1.5 mmTorr bei sonst gleichen lonisationsbedingungen
durchgefiihrt. Bei den CI-Spektren wurde ein Massenbereich von m/z = 50 — 600 aufgenom-
men.

Bei der Tochterionenspektrometrie (EI-MS/MS) wurde als Kollisionsgas Argon unter den
oben beschriebenen lonisationsbedingungen verwendet. Die Kollisionsenergie wurde mit ca.
20 eV und der Kollisionsgasdruck mit ca. 1.5 mmTorr vorgegeben. Die exakten Parameter fiir
Kollisionsenergie und Kollisionsgasdruck wurden mithilfe von n-Butylbenzol tiber die Frag-
mentintensitdtsverhéltnisse von m/z 92/91 auf 0.2 sowie m/z 65/91 auf 0.02 eingestellt [11].
Dies gewdhrleistet die Reproduzierbarkeit der aufgenommenen Tochterionenspektren und die
Nutzung einer Tochterionenspektren-Bibliothek zur Identifizierung der Struktur der Tochter-
ionen [12].

Derivatisierungen: Zur Methylierung wurde 1 pL des Etherextraktes von 4 mit 0,5 uL. Methylute
(Phenyltrimethylammoniumhydroxid, 0,1 M in Methanol) in das GC-MS-System injiziert. Das
Trimethylsilylderivat wurde durch Zugabe von 30 uLL. MSTFA zu ca. 2 mg der Festsubstanz
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in ein 1,8 mL Glasvial und anschlieBendes Erwdrmen des Reaktionsgemisches bei 70°C fiir
30 min im verschlossenen Vial hergestellt. Nach dem Abkiihlen auf Raumtemperatur wurde
das Reaktionsgemisch mit 1 mL Chloroform verdiinnt und 1 pL des Gemisches in das GC-
MS-System injiziert.

3. Ergebnisse und Diskussion

Nach den Ergebnissen der NMR-, GC-MS- und GC/MS/MS-Untersuchungen handelt es sich
bei der iibersandten Substanz um ein am Stickstoffatom n-pentylalkyliertes und in 3-Position
ortho-methoxyphenylacetyl-substituiertes Indol. Die Verbindung ist von J.W. Huffmann unter
dem Acronym JWH-250 als cannabinoidrezeptor-aktive Substanz beschrieben worden [13].

Das 1H-NMR-Spektrum, das 13C- und das 13C/1H-HSQC-Spektrum von 4 sind in den
Abbildung 2 und 3 abgebildet. Die vollstindige Signalzuordnung findet sich in Tabelle 1.
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Abb. 2. TH-NMR-Spektrum von JWH-250 (4).
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Abb. 3. 13C-NMR-Spektrum von JWH-250 (4) (oben), Ausschnitte des 13C/1H-HSQC-
NMR-Spektrums von JWH-250 (4) (Mitte und unten).
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Tab. 1. NMR-Signalzuordnung von JWH-250 (4).

Atom | Signallage Atom | Signallage

C-2 135.0 ppm
C-3 116.1 ppm

H-2 7.86 ppm, s C-4 126.8 ppm
H-5 7.26 ppm, m C-5 122.9 ppm
H-6 7.27 ppm, m C-6 123.4 ppm
H-7 7.27 ppm, m C-7 122.1 ppm
H-8 7.33 ppm, m C-8 109.7 ppm
H-11 4.17 ppm, s C-9 136.7 ppm
H-14 | 6.88 ppm, dd C-10 193.1 ppm
H-15 7.22 ppm, ddd C-11 40.91 ppm
H-16 6.92 ppm, ddd C-12 124.7 ppm
H-17 | 7.30 ppm, dd C-13 157.0 ppm
H-18 3.82 ppm, s C-14 110.6 ppm
H-19 | 4.12 ppm, t C-15 128.0 ppm
H-20 1.87 ppm, pent C-16 120.7 ppm
H-21 7 C-17 131.0 ppm

] 125=140ppm,m || 18 15547 ppm

H-23 0,896 ppm, t C-19 47.09 ppm
C-20 29.50 ppm
C-21 29.00 ppm
C-22 22.26 ppm
C-23 13.93 ppm

Signalmultiplizitdt: s = Singulett, m = Multiplett, dd = doppeltes Dublett, ddd
= Dublett vom doppelten Dublett, t = Triplett, pent = Pentublett.

Die 1H- und 13C-NMR-Spektren sowie die C-H- und H-H-Korrelationen belegten eindeutig
die Struktur und das Substitutionsmuster im Aromaten der Verbindung 4.

Die Diinnschichtchromatographie mit anschlieBender Behandlung mit Kaliumiodplatinat-
Losung bietet eine Moglichkeit, bei der Untersuchung von Kriutermischungen stickstoff-
haltige Wirkstoffe zu detektieren. Untersucht wurden die Wirkstoffe JWH-018, JWH-073 und
JWH-250. Die rotliche Anfiarbung der Spots der untersuchten Wirkstoffe nach Bespriithen mit
einer Kaliumiodplatinat-Losung wiesen auf das Vorliegen dieser Substanzen hin. Die Rg-
Werte der untersuchten Wirkstoffe waren jedoch bei Krautermischungen teilweise von den
sonstigen Inhaltsstoffen abhéngig (R-Wertbereich von etwa 0,4 bis 0,6). Ferner war in den
getesteten Laufmitteln eine eindeutige Trennung aller drei Substanzen nur ansatzweise
moglich.

Das EI Massenspektrum von 4 ist in Abb. 4 dargestellt. Das Spektrum zeigt als Basispeak das
nach Ionisierung am Carbonylsauerstoffatom und a-Spaltung zu erwartende Indoloylkation
bei m/z = 214. AnschlieBender Verlust der n-Pentylkette fithrt zum unsubstituierten Indoloyl-
kation mit m/z = 144. Hochaufgeloste massenspektrometrische Bestimmung der Fragmente
bestitigten die Bruttoformeln C14HsNO (214) und CoHgNO (144). Das Fragment mit m/z =
144 verliert CO unter Bildung des Fragments m/z = 116. Auflerdem findet sich untergeordnet
noch das Fragment mit m/z = 121 (Methoxybenzylkation) nach Ionisierung im Methoxyphe-
nylring und Benzylspaltung sowie dessen weitere Zerfallsprodukte als Fragmente der
Aromatenserie.
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1-Pentyl-3-(2-methoxyphenylacetyl)indole MW:335.44604
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Abb. 4. EI-Massenspektrum (70 eV) von JWH-250 (4).

Die Molmasse von 4 wurde durch Aufnahme ecines Massenspektrums nach chemischer
Ionisation mit Methan als Reaktandgas bestitigt (Abb. 5). Es zeigt neben dem zu erwartenden
protonierten Molekularion bei m/z = 336 die typischen Anlagerungsprodukte bei m/z = 364
[M + C,Hs]" und 376 [M + C3H;]".

1-Pentyl-3-(2-methoxyphenylacetyl)indole MW:335,44604
JWH-250 MM:335,18853
100 336 CyoHysNO,
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Abb. 5. CI-Massenspektrum (70 eV, Methan) von JWH-250 (4).

Der pentylsubstituierte Indoloyl-Molekiilteil von 4 konnte auch durch tochterionenspektro-
metrische Untersuchungen des Fragments m/z = 214 nach EI bestétigt werden (Abb. 6).
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Abb. 6. Tochterionenspektrum des Fragments m/z = 214 nach EI von JWH-018 (I), JWH-250

(4, II) und der Substanz 5 (III).
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Das Tochterionenspektrum des Fragments m/z = 214 von 4 zeigt eine hervorragende Uberein-
stimmung mit dem des Fragments m/z = 214 von JWH-018, was die zugrundeliegende
gleichartige Struktur beider Ionen und damit die N-Pentyl-Indoloyl-Partialstruktur von 4 be-
stitigt. Weitere Untersuchungen, ob auch mit isomeren Pentylresten substituierte Indoloyl-
Kationen durch tochterionenspektrometrische Untersuchungen unterschieden werden kénnen,
werden zurzeit durchgefiihrt.

Weiterhin wurden noch die EI-MS-Spektren nach Methylierung und Silylierung aufgenom-
men (Abb. 7 und 8). Neben der Methylierung und Silylierung der entsprechenden Enole und
der Generierung von je zwei Isomeren durch die entstehende E/Z-Isomerie werden bei der
Methylierung auch die in Alphastellung zur Carbonylgruppe methylierten Derivate erhalten.

1-Pentyl-3-(2-methoxyphenylacetyl)indole ME (C) MW:349,47292
JWH-250 ME (C) MM:349,20418
214 Ca3H,7NO,

RI: 2840 (SE-30)

GCIMS
EI 70 eV
O—CH, TSQ 7000
Ql:972

o

CH,
144

349

43
29 | 55 65 77 89 102 130 158 184 204 232 246 267 292 306 320 341 |I
||||||'|||||||||'||||||||'ii|||||||||||||||'|||||||||||||||||||||||||||||

\; NG
o5

1-Pentyl-3-(2-methoxyphenylacetyl)indole 2ME (C) MW:363,49980
JWH-250 2ME (C) MM:363,21983
214 C4H29NO,

RI: 2758 (SE-30)

GC/MS
EI70 eV
TSQ 7000
QI:804

100

50 7

144

3 116 363
32 | 55 73 89 | 170 186 201 238 258 281 306 327 346
||||'||'|||||||||'|||'||||'|‘||||'||||||||||||| |'||||||||||||'||||||||||||||||'||||m/Z

Abb.7a. EI-Massenspektren (70 eV) der C-methylierten Verbindungen von JWH-250 (4).
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1-Pentyl-3-(2-methoxyphenylacetyl)indole ME (Enol) | MW:349,47292
JWH-250 ME (Enol) | MM:349,20418
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1-Pentyl-3-(2-methoxyphenylacetyl)indole ME (Enol) Il MW:349,47292
JHW-250 ME (Enol) I MM:349,20418
_cis/trans configuration uncertain Cy3H,7NO,

100 9 RI: 2903 (SE-30)
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Abb.7b. EI-Massenspektren (70 eV) der methylierten Enolisomere von JWH-250 (4).
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1-Pentyl-3-(2-methoxyphenylacetyl)indole 2ME (C,Enol) | MW:363,49980
JWH-250 2ME (C,Enol) | MM:363,21983

cis/trans configuration uncertain C,4HygNO,
1007

%83 RI: 2520 (SE-30)
GC/IMS
EI 70 eV
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QI:956

50 ]

m/z

1-Pentyl-3-(2-methoxyphenylacetyl)indole 2ME (C,Enal) Il MW:363,49980

JWH-250 2ME (C,Enal) Il MM:363,21983

_cis/trans configuration uncertain Cy4HygNO,

100 3| RI: 2699 (SE-30)
H,C—O CH,
GC/MS
— O0—CH, ElI 70 eV

TSQ 7000

200 243

\
] N
50
K/\/CHS

121

m/z

Abb.7c. El-Massenspektren (70 eV) der C- und O-methylierten Isomere von JWH-250 (4)
(unteres Spektrum durch KW im unteren Massenbereich und Untergrund tiberlagert).
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MW:407,62806
MM:407,22806
C,5H33NO,Si
RI: 2649 (SE-30)

GC/MS
EI70 eV
TSQ 7000
QI:956

286

407

334 350

I,—.—. m/z

MW:407,62806
MM:407,22806
C,5H33NO,Si
RI: 2867 (SE-30)

GC/MS
El70 eV
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QI:975
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300

377
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260 276

Abb. 8. EI-Massenspektren (70 eV) des silylierten JWH-250 (4).

Als kleine Verunreinigung enthielt das Asservat noch eine Verbindung 5 (Abb. 9) mit einer
um 70 Masseneinheiten héheren Molmasse, wie durch Aufnahme des Massenspektrums nach

CI bestitigt wurde (Abb. 10).
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2-(2-Methoxyphenyl)-1-(1-n-pentylindol-3-yl)heptan-1-one MW:405.58044
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Abb. 9: EI-Massenspektrum (70 eV) der Verbindung 5

MM:405.26678

RI:3108 (SE-30)

_2-(2-Methoxyphenyl)-1-(1-n-pentylindol-3-yl)heptan-1-one MW:405.58044
100 406 MM:405.26678

IM+H]"  C, HyNO,

GC/MS
Cl-Methan
TSQ 7000

50

434
M+29]"

87 102 121 [M+41]+

m/z

69

147 281 300 335 354 370 397

Abb. 10. CI-Massenspektrum (70 eV, Methan) der Verbindung 5.

Die Verbindung 5 zeigt im EI-Massenspektrum den gleichen Basispeak bei m/z =214 wie das
JWH-250 (4) und gleiche Fragmente in dem Massenbereich darunter, jedoch ein um 70 Dal-
ton hoheres Molekiilion. Das Tochterionenspektrum des Fragmentes m/z = 214 ist wiederum
identisch mit dem des N-Pentyl-indoloyl-Kations (Abb. 6, III). Daher muss S eine pentylierte
Indoloyl-Teilstruktur besitzen, und der zusétzlicher Rest mit der Masse von 70 Dalton muss
im Methoxybenzylteil liegen. Nach den obigen Alkylierungsergebnissen liegt es nahe, dass es
sich bei Verbindung 5 um ein in Alphastellung zur Carbonylgruppe n-pentyliertes Synthese-
nebenprodukt handelt.

RI:3108 (SE-30)
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Die Kleinmenge der ebenfalls sichergestellten Krautermischung, in deren Extrakt JWH-250
nachgewiesen wurde, war in einem transparenten Druckverschlusstiitchen ohne jegliche Be-
schriftung aufgefunden worden. Bei der Betrachtung mit einer Stereolupe waren an einigen
der in der Krautermischung enthaltenen Blatter weile, kristalline Beldge zu erkennen, die ab-
prépariert wurden und mittels Fourier-Transform-Infrarotspektroskopie als JWH-250 identifi-
ziert werden konnten. Die Kriutermischung enthielt u. a. Eibisch-Blitter, die zusétzlich in se-
parat abgepackter Form in der Wohnung vorhanden waren. Somit ist in Betracht zu ziehen,
dass es sich bei der Kridutermischung nicht um ein kommerzielles Produkt, sondern um eine
selbst hergestellte Zubereitung handelt, zumal der Wirkstoff JWH-250 selbst in Substanz
sichergestellt wurde.

Das IR-ATR-Spektrum von JWH-250 (4) ist in Abbildung 11 dargestellt.
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Abb. 11. IR-ATR-Spektrum von JWH-250 (4).
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