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Asymmetric Catalysis, 67[Y. — Diastereoselective Hydrogenation of Folic Acid with Optically Active Rhodium(l)-Di-

phosphane Complexes

With immobilized rhodium(I)-diphosphane catalysts sup-
ported on silica gel, the C=N bonds of the pyrazine ring of
folic acid (1) are reduced with hydrogen in aqueous solution
to give 5,6,7,8-tetrahydrofolic acid. A mixture of the two dia-
stereomers 2a and 3a is obtained with (6S)- and (6R)-config-
uration, respectively, at the newly formed asymmetric center
in the pterine system and (S)-configuration in the L-glutamic

acid moiety. The unstable hydrogenation products are deri-
vatized with (—)-menthyl chloroformate. An improved HPLC
procedure for the analysis of the products has been developed.
By using optically active chelate phosphanes as cocatalysts
together with [Rh(cod)Cl],, a diastereomeric excess of up to
24% of the natural isomer 2a with (6S,S)-configuration is at-
tained in the heterogeneous hydrogenation of folic acid.

Folsdure (1), ein wasserlosliches Vitamin, ist ein 6-substituiertes
Pterin-Derivat. IThre Tetrahydro-Form spielt eine herausragende
Rolle bei der Ubertragung von Methylgruppen auf heterocyclische
Vorstufen von Nucleinbasen in der DNA-Synthese®. Die unredu-
zierte Form der Folate zeigt noch keine biologische Aktivitit bei
der Ubertragung von Einkohlenstofffragmenten. Der eingentliche
»Carrier* fir Einkohlenstoffeinheiten ist 5,6,7,8-Tetrahydrofolsiure
(2a). Bei der enzymatischen Reduktion der Folsdure bildet sich
zunichst 7,8-Dihydrofolsiure, die vom Enzym Dihydrofolat-Re-
duktase in die physiologisch wirksame Tetrahydro-Form iiberge-
fithrt wird =%,

Schnell proliferierende Krebszellen bendtigen zum Aufbau ihrer
DNA in verstirktem AusmalB Nucleinbasen. Diese Eigenschaft
macht man sich bei der chemotherapeutischen Behandlung ver-
schiedener Krebsarten zunutze. Folat-Antagonisten wie Methotre-
xat hemmen die Dihydrofolat-Reduktase durch eine pseudo-irre-
versible Verdringung der natiirlichen Substrate™, Durch diese En-
zym-Inhibierung wird die Versorgung der Zellen mit DNA-
Bausteinen unterbrochen” 12,

Zur Behebung eines bei der Methotrexat-Therapie verursachten
akuten Folsduremangels wird Leucovorin, das Calciumsalz der Fo-
linsdure (2f bzw. 3f) appliziert™**~ '], Durch die in N-5-Position
formylierte 5,6,7,8-Tetrahydrofolsdure kommt es zu einem Wieder-
einsetzen des Folatmetabolismus. Dariiber hinaus wird Leucovorin
zusammen mit 5-Fluoruracil in Kombinationspriparaten gegen
fortgeschrittene Coloncarcinome eingesetzt. Diese Anwendung
spielt mengenméaBig sogar eine gréBere Rolle als die Anwendung
als Antidot gegen hochdosiertes Methotrexat bei Osteosarkomen.
Zunehmende klinische Bedeutung hat das Medikament Leucovorin
auch bei der Behandlung der megaloblastischen Folsduremangel-
Andmie und der rheumatischen Arthritis sowie bei der Verbesse-
rung der Vertriglichkeit mancher Antibiotikapriparate”.,

Bei den zur Zeit im technischen MaBstab nutzbaren Leucovorin-
Synthesen!"® wird Folsiure mit Hilfe von Platinoxid oder Palla-

dium auf einem Trégermaterial in stark polaren Losungsmitteln
wie Eisessig!'?, Trifluoressigsdure? und Ameisensiure®' kata-
lytisch hydriert. Auch eine Reduktion mit NaBH, in schwach al-
kalischer, wiBriger Losung ist mdglich?*, Bei der Reduktion der
prochiralen C=N-Bindung des Pyrazinrings der Folsdure bildet
sich ein neues Asymmetriezentrum an C-6 des Pterinsystems. Da
Folsdure die (S)-konfigurierte Glutaminsdure enthilt, entstehen
die zwei Diastereomeren der Tetrahydrofolsiure 2a bzw. 3a mit
(6S,5)- bzw. (6R,S)-Konfiguration. Die chirale Information im Glu-
taminsdure-Molekiilteil entfaltet keine nennenswerte optische In-
duktion, so daB die beiden Diastereomeren im Verhiltnis von etwa
1:1 anfallen. Das aus der Tetrahydrofolsdure dargestellte Medi-
kament Leucovorin wird bis heute als 1:1-Gemisch der Diastereo-
meren 2f und 3f eingesetzt 9,

Nur das natiirlich vorkommende (6S.S)-Diastereomere 2f dient
im Zellmetabolismus als Carrier-System fiir Einkohlenstoffgruppen,
wohingegen das (6R,S)-Isomere 3f keinerlei Aktivitdt aufweist und
sogar als Enzym-Inhibitor fungiert'>? >, Neuere Arbeiten zeigen,
daB die (6R,S)-Form langsamer metabolisiert und ausgeschieden
wird als die (6S,S)-Form. Bei der Applikation eines Gemisches der
Diastereomeren 2f und 3f kommt es im zentralen Nervensystem
zu einer Anreicherung der im Metabolismus gebildeten Tetrahy-
drofolate 3 mit der unnatiirlichen (6R,S)-Konfiguration und damit
zu einer Intoxikation®* 24,

Im Laufe der letzten dreiBig Jahre sind mehrfach Anstrengungen
unternommen worden, die beiden Diastereomeren der Verbindun-
gen 2 und 3 zu trennen, zum Beispiel durch priparative Chroma-
tographie von Folinsdure 2f und 3f®*], durch fraktionierte Kri-
stallisation der Erdalkalisalze von 2f und 3£%2~3% und durch L&-
sungsmittelextraktion der Tetrahydrofolsidurederivate 2b und
3b 222, Bei der Reduktion von Folsdure (1) im wiBrigen Medium
kann mit liberstochiometrischen Mengen optisch aktiver Alkoxy-
aminoboran-Komplexe eine geringe optische Induktion zugunsten
des natiirlichen Diastereomeren erzielt werden?. Wihrend die

Chem. Ber. 1992, 125, 2085—2093 © VCH Verlagsgesellschaft mbH, D-6940 Weinheim, 1992 0009 —2940/92/0909—2085 § 3.50+.25/0



2086

Synthese von Leucovorin (2f bzw. 3f) durch eine enzymkatalysierte,
diastereoselektive Reduktion der Dihydrofolsdure bis vor kurzem
nur in geringen Ausbeuten moglich war®® wurde in jiingster Zeit
ein biotechnologisches Verfahren zur Herstellung von (6S,5)-Tetra-
hydrofolsdure durch Behandeln von Dihydrofolsdure mit Dihydro-
folat-Reduktase bekannt®"* bei dem allerdings die als Ausgangs-
material benétigte Dihydrofolsdure in einer gesonderten Reaktions-
stufe aus Folsdure hergestellt werden muB.

Fin anderer Ansatz ist die asymmetrische Reduktion der pro-
chiralen C=N-Bindung im Pterinheterocyclus, katalysiert durch
optisch aktive Ubergangsmetallkomplexe. Rhodium(I)/Phosphan-
Komplexe vom Wilkinson-Typ zeigten jedoch bei der homogenen
Hydrierung des Ringsystems eines derivatisierten Biopterins keine
Aktivitit und fithrten zur Zersetzung des Substrates). Auch mit
einem optisch aktiven Rhodium(I)/DIOP-Katalysator konnte eine
in wiBrigem Benzol 16sliche, silylierte Folsdure nicht reduziert wer-
den™. Dagegen lieBen sich mit einem in situ aus (Pyridin);RhCl,,
NaBH, und Wasserstoff dargestellten, mit chiralen Amiden modi-
fizierten Katalysator bei Hydrierung von L-Biopterin®' und Fol-
saure™®! kleine Diastereomereniiberschiisse erhalten.

Das Ziel unserer Bemithungen war die diastereoselektive
Hydrierung der Folsdure in wiBriger Lésung. Dies konnte
mit einem auf Kieselgel heterogenisierten Rhodium(I)/Di-
phosphan-Katalysatorsystem erreicht werden. Zur Bestim-
mung der erhaltenen Diastereomerenausbeute wurde die
von Rees beschricbene Methode zur Auftrennung der Iso-
meren des Tetrahydrofolsdure-Derivats 2b und 3b durch
HPLC%23 gewihlt und zu einer quantitativen Analytik ver-
bessert.

H. Brunner, C. Huber

Derivatisierung mit (—)-Chlorameisensiure-menthylester

Bei der Reduktion der C=N-Bindung im Pyrazinring von
Folsdure (1) entsteht 5,6,7,8-Tetrahydrofolsidure (2a und 3a),
die in Gegenwart von Sduren und Basen schnell durch Luft-
sauerstoff unter Zersetzung oxidiert wird“2—*. Diec Neigung
zu Zersetzungsreaktionen 146t sich durch Derivatisieren der
N-5-Amino-Funktion mit elektronenzichenden Substituen-
ten wie einer Formyl- oder Urethangruppe vermeiden !,
Diese Derivate der 5,6,7,8-Tetrahydrofolsdure sind in neu-
traler bis schwach saurer Lésung bestindig”. Aus diesem
Grund wird 5,6,7,8-Tetrahydrofolsdure (2a bzw. 3a) nicht
isoliert, sondern in situ mit (—)-Chlorameisensdure-men-
thylester derivatisiert”>?, Das Reagens reagiert in wiBri-
gem Ethanol bei pH 7 bevorzugt an N-5 des reduzierten
Pterinrings zu 5-(Menthyloxycarbonyl)-5,6,7,8-tetrahydro-
folsdure (2b und 3b). Dieses Urethan-Derivat ist luftstabil
und kann nach Ansduern der Reaktionsmischung ohne Zer-
setzung isoliert werden. Die Abspaltung der Menthyloxy-
carbonyl-Hilfsgruppe erfolgt in stark saurer Lésung, wobei
N-5 in Gegenwart von Ameisensdure formyliert wird.
Nach einer intramolekularen Kondensation unter Wasser-
abspaltung 148t sich das verbriickte Folat, die luftstabile
5,10-Metheno-5,6,7,8-tetrahydrofolsdure (2e bzw. 3e) isolie-
ren"®¥34) Bei der Hydrolyse dieses ,,Anhydrofolins“ in
heiBem, waBrigem Phosphatpuffer bei pH 7 entsteht Folin-
saure (2f bzw. 3f), die durch Zugabe von Calciumchlorid-
16sung und Ethanol ausgefillt wird. Das Calciumsalz von
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2f bzw. 3f (Leucovorin) wird durch Umkristallisieren aus
wiBrigem Ethanol gereinigt.

Analytik der derivatisierten Hydrierprodukte

Fiir 5-(Menthyloxycarbonyl)-5,6,7,8-tetrahydrofolsdure (2b
und 3b) beschreibt Rees eine fliissigchromatographische
Auftrennung auf einer Reversed-Phase-ODS-S4ule (mit Oc-
tadecylsilylgrupen belegtes Kieselgel, 25% Acetonitril und
75% 0.05 M Tris/HCl-Puffer pH 7)™, die jedoch nicht alle
bei der Derivatisierung mit (—)-Chlorameisensiure-men-
thylester entstehenden Tetrahydrofolat-Derivate erfaBt.

Neben N-5 im reduzierten Pyrazinring kénnen in 5,6,7,8-
Tetrahydrofolsdure (2a bzw. 3a) auch N-8 und N-10 mit
(—)-Chlorameisensdure-menthylester zum Urethan reagie-
ren. Die Reaktion in N-5-Position ist zwar bevorzugt, es
kommt jedoch neben der Monoderivatisierung zu 2b und
3b auch zur Bildung der diderivatisierten Tetrahydrofolate
2¢/3¢ und 2d/3d. Die Menge der Diderivate ist vom Ver-
héltnis 5,6,7,8-Tetrahydrofolsdure (2a und 3a) zu zugesetz-
tem Derivatisierungsreagens abhingig. Bei gréBerem Uber-
schuB an (—)-Chlorameisensiure-menthylester entstehen
die diderivatisierten Produkte 2¢/3¢ und 2d/3d in erhebli-
chen Mengen. Schon bei einem Molverhiltnis Folsdure/(—)-
Chlorameisensdure-menthyester von 1:1.3 liegt die Hilfte
der 5,6,78-Tetrahydrofolsiure 2a/3a diderivatisiert vor,
wihrend ab dem Verhiltnis 1:2.0 fast nur mehr die Dide-
rivate 2¢,d/3¢,d zu finden sind“. Angaben zur Charakte-
risierung von 2¢, d und 3¢, d durch FAB-Massenspektro-
skopie und 'H-NMR-Spektroskopie finden sich in Lit.",

Weiter unten wird ausgefiihrt, da die Bildung von 2¢/3c
und 2d/3d aus 2b/3b diastereoselektiv verliuft. Damit ver-
dndert sich das Verhiltnis der beiden diastereomeren Mo-
noderivatisierungsprodukte 2b und 3b in Abhiingigkeit von
der Zugabe an (—)-Chlorameisensiure-menthylester, und
zwar zugunsten der (6S,5)-Verbindung 2b™,

Mit den HPLC-Bedingungen von Rees kénnen nur die
monoderivatisierten Verbindungen 2b und 3b detektiert
werden?, aber nicht die diderivatisierten Verbindungen 2c,

C

A
P

1
10
Abb. 1. HPLC-Diagramm einer Probe, in der Folsdure (1) unter

Standardbedingungen mit 2.5 Mol-% des immobilisierten Kataly-
sators [Rh(cod)CI1,/1,2-BDPP hydriert wurde

t [min]
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d und 3¢, d. Um alle in den derivatisierten Hydrierproben
enthaltenen Tetrahydrofolate von der ODS-S4ule zu 16sen,
muB die Solvenszusammensetzung der flissigen Phase wiih-
rend der Messung mit einem Stufengradienten zu hoherem
Acctonitrilanteil verdndert werden. Deshalb wird, begin-
nend mit einem Volumenverhéltnis von 19% Acetonitril in
81% 0.05 M Phosphatpuffer, der organische Solvensanteil
nach 15 Minuten Laufzeit in 2 Minuten auf 35% Acetonitril
in 65% 0.05 M Phosphatpuffer gebracht. Abb. 1 zeigt ein
typisches HPLC-Diagramm bei vollstindiger Hydrierung
von Folsdure mit dem achiralen Cokatalysator 1,2-Bis(di-
phenylphosphanyl)ethan (1,2-BDPE).

Nach der Elution der durch Zersetzung gebildete Pterine
(Signal A) werden mit den Signaien B und C die Diastereo-
meren der in N-5-Position derivatisierten Tetrahydrofol-
sdure 2b und 3b detektiert, wobei des (6R,S)-Isomere 3b vor
dem (65,S)-Isomeren 2b erscheint. Die Zuordung der Iso-
meren zu diesen Signalen erfolgt mit angereicherten Proben
der beiden Diastereomeren, die durch Extraktion eines Ge-
misches von 2b und 3b mit n-Butanol erhalten wurden 223,

Noch vorhandene Folsdure (1) wird von (—)-Chloramei-
sensdure-menthylester an N-10 derivatisiert und ergibt bei
erh6htem Acetonitril-Gehalt des Solvens das Signal D. Das
Spaltfragment N-(p-Aminobenzoyl)-L-glutaminsdure wird
von (—)-Chlorameisensidure-menthylester an der p-stindi-
gen Aminogruppe derivatisiert. Diese Verbindung erscheint
in den HPLC-Spektren als Signal E. Beide Verbindungen
konnten nach Isolierung durch priparative HPLC anhand
der '"H-NMR- und FAB-Massenspektren identifiziert und
charakterisiert werden 9,

Zuletzt werden die vier Signale F, G, H und J fiir die
beiden in den Arbeiten von Rees nicht beriicksichtigten Dia-
steromerenpaare der diderivatisierten Tetrahydrofolate 2¢,
d und 3c, d bei einem Acetonitrilanteil von 35% in 65%
0.05 M Phosphatpuffer von der Reversed-Phase-Siule elu-
iert. Die aufeinanderfolgenden Signale F/G und H/J ent-
sprechen je einem Diastereomerenpaar, wobei die (6R,S)-
Isomeren 3c, d (F und H) vor den (6S,S)-Isomeren 2¢, d (G
und J) erscheinen. Bei einem Derivatisierungsverhiltnis
[Folsdure zu (—)-Chlorameisensiure-menthylester] von
1:1.0 und einem Hydriergrad von nahezu 100% fehlen die
Signale H und J der Isomeren eines Diderivates vollig*l,
Beziiglich 'H-NMR-Spektren, FAB-Massenspektren und
Drehwerten der durch priparative HPLC isolierten Frak-
tionen F, G und der aufgrund der geringen Substanzmenge
zusammengefaBten Fraktionen H/J siehe Lit." !,

Hydriergrad und optische Induktion

Die Bestimmung der chemischen Ausbeute nach der
Derivatisierung mit (—)-Chlorameisensiaure-menthylester
durch Wiegen der Proben ist wegen der Produktzusam-
mensetzung [ Mono- und Diderivate der 5,6,7,8-Tetrahydro-
folsdure, 10-(Menthyloxycarbonyl)folsdure und derivatisier-
tes Spaltfragment p-Aminobenzoyl-L-glutaminsiure] und
des schwankenden Wassergehaltes ausgeschlossen. So er-
geben sich rechnerische Rohausbeuten von iiber 100% an
monoderivatisierter 5-(Menthyloxycarbonyl)-5,6,7,8-tetra-
hydrofolséure™.,
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Zur Beschreibung des Hydriergrades (% HG) wird daher
der Quotient aus der Summe der Peakflichen der Tetra-
hydrofolat-Derivate 2b—d und 3b—d und der Summe der
Peakflichen der reduzierten Folat-Derivate 2b—d und
3b—d sowie der unreduzierten, aber derivatisierten 10-
(Menthyloxycarbonyl)folsdure (Signal D) und des derivati-
sierten Spaltfragments (Signal E) gebildet (Gleichung 1).
Eine Abhidngigkeit der Intensitit der Detektion von den
molaren Extinktionskoeffizienten der Verbindungen ist da-
bei nicht beriicksichtigt.

Wihrend der Hydrierung von 5,6,7,8-Tetrahydrofolsaure
entstehen nicht niher identifizierte Pterin-Derivate und N-
(p-Aminobenzoyl)-L-glutaminsiure im Verhiltnis 1:142-%1,
Bei der Aufarbeitung wird ein GroBteil der heterocyclischen
Verbindungen abgetrennt. Daher hat das Integral von Si-
gnal A der Pterin-Fraktion keine Bedeutung fiir die Berech-
nung des Hydriergrads. Zur Erfassung der zersetzten Tetra-
hydrofolate wird stattdessen das Integral von Signal E (de-
rivatisierte p-Aminobenzoyl-L-glutaminsdure) in Zahler und
Nenner aufgenommen.

Ig+le+Ig+ Ip+lg+lg+1
% HG = Btlctlgt lp+lgtigt];

(1)

Totlotpe IptlprIgeIge T, 1007

Zur Berechnung der optischen Induktion (% de) der bei
der katalytischen Hydrierung erhaltenen 5,6,7,8-Tetrahy-
drofolsdure (2a und 3a) lassen sich die bis auf die Grundlinie
getrennten Peakflichen der Diastereomeren 2b—d und
3b—d der HPLC-Spektren heranziehen (Abb. 1). Dazu wer-
den die Peakflichen von allen Diastereomeren mit der glei-
chen Konfiguration addiert. Der Quotient aus der Differenz
der Flichenintegrale der (6S,S)- bzw. (6R,S)-Diastereomeren
zur Summe der Peakflichen aller Diastereomeren ergibt
dann den Diastereomereniiberschul} in Prozent (Gleichung
2). Die Diastereomereniiberschiisse sind beziiglich der durch
die Aufarbeitung bedingten Verluste und der geringfiigig un-
terschiedlichen molaren Extinktionskoeffizienten der Dia-
stereomeren unkorrigiert.

[T+ Tp+ T = T+ Ig+Ipl

(Ig+1c+Ip+Ig+Ig+Ip)

% de =

=100 %

(2)

Gleichung (3) gibt den Diastereomereniiberschul3 (% de)
der monoderivatisierten Verbindungen 2b und 3b an, der
fir die Diastereomerenreinheit des Folgeprodukts Leuco-
vorin von Bedeutung ist.

| Ip-1c1
(Ig+1o)

% de’ - (3)

* 100 %

Die Bestimmung des Diastereomerenverhiltnisses 2a/3a
nach der Derivatisierung nur durch Integration der Signale
B und C fiir das Isomerenpaar der monoderivatisierten
5,6,7,8-Tetrahydrofolsdure (2b und 3b) ohne Beriicksichti-
gung der Diderivate 2¢, d und 3e¢, d fithrt zu falschen Er-
gebnissen. Dies zeigt sich deutlich bei mit steigendem Uber-
schufl an (—)-Chlorameisensidure-menthylester derivatisier-

H. Brunner, C. Huber

ten Hydrierproben. Im Balkendiagramm (Abb. 2) fiir die
heterogene Hydrierung von Folsdure (1) mit dem Chelatli-
ganden (—)-DIOP sind die Diastereomereniiberschiisse in
Abhingigkeit vom Verhiltnis 5,6,7,8-Tetrahydrofolsiure
(2a/3a) zu (—)-Chlorameisensdure-menthylester aufgefiihrt.
Die gestrichelten Balken (% de’) geben das Isomerenver-
héltnis 2b/3b des Monoderivates ohne Beriicksichtigung der
isomeren Diderivate an. Die ausgefillten Balken (% de) ent-
sprechen den um die diderivatisierten Isomeren 2¢, d und
3¢, d korrigierten Diastereomereniiberschiissen aller Tetra-
hydro-Derivate 2b—d und 3b—d, die fir die Verhiltnisse
2a/3a zu (—)-Chlorameisensdure-menthylester zwischen
1:1 und 1:2 konstant sind. Die gemessenen Werte liegen
dabei innerhalb der Balkenaufsitze (Fehlerbereich).

%
90 .
80]...
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204..
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0.4

Y% de’

" Bl Fetilerbereick

Abb. 2. Abhingigkeit des Diastereomereniiberschusses von der

Menge Derivatisierungsreagens (—)-Chlorameisensiure-men-

thylester. Abszisse: Verhiltnis 2a/3a zu (—)-Chlorameisensiure-

menthylester. Katalysator [Rh(cod)Cl],/(—)-DIOP™, Standard-
bedingungen

Wie aus Abb. 2 ersichtlich, kommt es bei der Derivatisie-
rung der Diastereomeren 2a und 3a durch (—)-Chloramei-
sensdure-menthylester zu einer diastereoselektiven Reak-
tion, in der das (6R,S)-Isomere 3a schneller zu 3b—d wei-
terderivatisiert wird als das (6S,S)-Isomere 2a zu 2b—d. Bei
steigendem Verhdltnis Derivatisierungsreagens/5,6,7,8-Te-
trahydrofolsdure ergibt sich deshalb ein steigender Uber-
schuB des (65,S)-Isomeren bei den monoderivatisierten Ver-
bindungen 2b bzw. 3b (% de®). Eine Vernachlissigung der
diderivatisierten Verbindungen 2¢, d und 3¢, d tiuscht damit
eine zu hohe (6S,S)-Isomerenanreicherung vor. Die Abwei-
chung wird umso gréBer, je groBer das Verhiltnis (—)-Chlor-
ameisensdure-menthylester/5,6,7,8-Tetrahydrofolsidure  ist.
Dagegen bleiben die um die diderivatisierten Diastereome-
ren 2¢, d und 3¢, d korrigierten Diastereomerenverhiltnisse
(% de) auch bei einem UberschuB an Derivatisierungsrea-
gens konstant (Abb. 2).

Immobilisierter Hydrierkatalysator und
Reaktionsbedingungen

Folsdure (1) und ihre Tetrahydro-Derivate 2b—d bzw.
3b—d 16sen sich in Eisessig und Ameisensiure, aber auch
in wiiBrigem, gepuffertem Alkali bei pH 7. Werden in diesen
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Losungsmitteln homogen geloste, in situ gebildete Rho-
dium(l)/Diphosphan-Komplexe als Hydrierkatalysatoren
eingesetzt, kommt es zu keiner Reduktion der Folsdure.
Nach Derivatisierung mit (—)-Chlorameisensdure-menthyl-
ester kann nur 10-(Menthyloxycarbonyl)folsdure isoliert
werdent. Dagegen erweisen sich auf Kieselgel abgeschie-
denes Rhodium und auf Kieselgel immobilisierte Rhodium-
(I)/Diphosphan-Komplexe!*” in wiBriger Losung bei der
Hydrierung von Folsdure als katalytisch aktiv (Tab. 1)“6.

Tab. 1. Hydrierung!® von Folsdure (1) mit heterogenisierten Rho-
dium-Katalysatoren

Nr. Ligand % HG % de Konfig. Anzahl
1t ™ 96—-98 1—-4 (68.9) 3
2 12-BDPEY 95—97 5-7 (65.5) 2
3 1,3-BDPPY 98—-99 1-5 (6S.5) 2
4 14-BDPB™ 97—99 1—4 (65.5) 5
5 (—)-1,4-BDPP! 96—-98 20—24 (6S.5) 3
6 (—)- 2,4 BDPP® 98—-99 18—-20 (6S.5) 2
7 (+)-PROPHOS™® 97—-99 9—12 (6R.S) 3
8 (+)-DIOP™ 96—99 10—12 (6R.S) 4
9 (—)-DIOP™ 96—-98 18—21 (6S.5) 5

10 (+)-NORPHOSM 96—-98 18—22 (6S.5) 3

11 (—)-NORPHOS! 98-99 11—13 (6R.S) 3

12 (—)-BPPMP! 34—-39 8-—10 (6S.5) 2

13 (+)-BINAPP? 78—-82 15—16 (6S.5) 2

14 (—)-Ph-B-glup®! 81—-83 8—12 (6S5.9) 2

15 (+)-1,24-TDPB™ 85—-88 1—-3 (6R.)S) 2

&l Standardbedingungen: Rhodium/Ligand-Verhiltnis 1:1.15. Rho-
dium/Folsdure-Verhiltnis 1:40, 40 bar H,-Druck, 80°C, 24 h; Fol-
siure/( —)-Chlorameisensidure-menthylester-Verhiltnis  1:1.0. —
I Rh(0)/Si0,. — © 1,2- Bls(dlphen?rlphosphanyl)ethan — 3.
Bls(d1phen?'1phosphanyl)propan — 1911 4-Bis( dlphenglphosghanyl)
butan. — " (S)-1,4-Bis(diphenylphos ghanyl? entan ™! 1 (S.5)-
2 4-B1s(dlphenylphosphanyl)pentan 6 (R)-1,2,4-Tris(diphe-
nylphosphanyl)butan®.

Fiir die 14 Liganden in Tab. 1 werden Kurzbezeichnun-
gen verwendet. Fiir die optisch aktiven Liganden sind Li-
teraturzitate angegeben. Mit den heterogenen Katalysatoren
wird bei 80°C und einem Wasserstoffdruck von 40 bar nach
24 Stunden Reaktionszeit (Standardbedingungen) eine na-
hezu vollstindige Hydrierung der Folsdure erreicht.

Wihrend die in Tab. 1 aufgefiihrten Chelatphosphane bei
der Hydrierung von 1 sehr effektiv sind, zeigen immobili-
sierte Rhodium(I)-Komplexe mit einzdhnigen Phosphan-Li-
ganden wie PPh,, (+)-GLYPHOSP und (—)-MDPP®"!
keine oder nur sehr geringe Hydrieraktivitit*!, Bei nahezu
allen Versuchen mit Chelatliganden konnten Hydriergrade
von mindestens 80% erreicht werden. Eine Ausnahme stellt
lediglich der Ligand (—)-BPPM dar, der unter Standard-
bedingungen nur einen Hydriergrad von 35% ergibt
(Nr. 12). Die Optimierung der Reaktionsparameter (40 bar
H,-Druck, 80°C, 24 h) erfolgte anhand der Hydrierung von
1 mit 2.5 Mol-% Rhodium(I)/(—)-DIOP-Katalysator. Der
Hydriergrad ist vom verwendeten Wasserstoff-Druck ab-
hangig. Bei niedrigen Driicken verlduft die Reduktion un-
vollstindig, wobei mit 2 bar Wasserstoffdruck nur noch
etwa die Hilfte der Folsdure hydriert wird. Groflien EinfluB
auf die Reaktion hat die Reaktionstemperatur. Bei Tempe-
raturen unter 80°C sinkt der Hydriergrad sehr schnell ab.
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Schon bei 60°C wird weniger als die Hilfte des Substrats
reduziert, und ab 40°C kann keine Hydrierung der Folsdure
mehr festgestellt werden. Reaktionstemperaturen iiber 80°C
fithren zu einer verstirkten Zersetzung der 5,6,7,8-Tetrahy-
drofolate und senken die Produktausbeute. Auch die Reak-
tionszeit beeinfluBt die Hydrierung der Folsdure. Wihrend
nach 8 Stunden erst 65% des Substrats hydriert sind, steigt
der Hydriergrad bei einer Verdopplung der Reaktionszeit
auf fast 100% an. Ein Katalysator/Folsdure-Verhiltnis un-
ter 1:40 fithrt zu geringerem Umsatz, wobei der Hydriergrad
mit 0.8 Mol-% Katalysator unter Standardbedingungen
noch 85—90% betrigt. Vergleicht man die achiralen Bis(di-
phenylphosphanyl)-Liganden (Nr.2—4), die Chelatringe
der Gliederzahl 5, 6 und 7 bilden, kann eine Abhingigkeit
des Hydriergrades von der Ringgré8e nicht festgestellt wer-
den.

Diastereomerenverhiltnisse

Ziel der Folsdurehydrierung mit immobilisierten Rho-
dium(I)/Diphosphan-Komplexen ist die diastereoselektive
Synthese von (65,5)-5,6,7,8-Tetrahydrofolsidure (2a). Werden
die Hydrierungen mit achiralen Katalysatoren durchgefiihrt
(Nr. 1—4), erhdlt man geringe Diastereomereniiberschiisse
zwischen 1 und 4% des (6S,S)-Isomeren 2b—d aufgrund
einer schwachen Substratinduktion durch den L-Glutamin-
sdure-Rest. Mit den in dieser Arbeit verwendeten optisch
aktiven Chelatphosphanen lassen sich dagegen signifikante
Diastereomerenanreicherungen erzielen. Je nach Konfigu-
ration des Liganden ergeben sich entgegengesetzte Diaste-
reomereniiberschiisse. Wahrend mit Cokatalysatoren wie
(+)-DIOP und (—)-NORPHOS bevorzugt 5,6,7,8-Tetra-
hydrofolsdure mit der unnatiirlichen (6R,S)-Konfiguration
3a entsteht, bildet sich mit (—)-DIOP und (+)-NORPHOS
verstiarkt das gewiinschte (65,S)-Isomere 2a.
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Abb. 3. HPLC-Diagramm von Folsdureproben, die unter Stan-

dardbedingungen mit 2.5 Mol-% der immobilisierten Katalysato-

ren [Rh(cod)CI],/(+)-DIOP (linke Hilfte) und [Rh(cod)Cl],/(—)-
DIOP (rechte Hilfte) hydriert wurden
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In den beiden HPLC-Spektren (Abb. 3)fiir die mit den Co-
katalysatoren (+)- und (—)-DIOP erhaltenen Hydrierpro-
ben zeigt sich beim Diderivat 2¢/3¢ (Signale F/G) deutlich
die Anreicherung des (6R,S)-Isomeren 3¢ (Signal F) unab-
hingig von der Konfiguration des verwendeten Chelat-
phosphans. Die Bildung des zuletzt eluierten Diderivats 2d/
3d (Signale H/J) weist dagegen kaum eine Diastereoselek-
tivitit auf. Dieses Ergebnis bekréftigt die Notwendigkeit der
Einbeziehung der Diderivate 2¢, d und 3¢, d bei der Er-
mittlung der Diastereomereniiberschiisse der katalyischen
Folsdurehydrierung.

Die hochsten Diastereomereniiberschiisse zugunsten des
(68,S)-Isomeren werden bei vollstindiger Hydrierung von
Folsdure (1} mit den Liganden (S)-1,4-Bis(diphenylphospha-
nyl)pentan [(—)-1,4-BDPP] (Nr. 5), (5,5')-2,4-Bis(diphenyl-
phosphanyl)pentan [(—)-2,4-BDPP] (Nr. 6), (—)-DIOP
(Nr. 8) und (+)-NORPHOS (Nr. 10) erhalten. Der dreizih-
nige Ligand (R)-1,2,4-Tris(diphenylphosphanyl)butan (Nr.
15) ergibt einen relativ hohen Hydriergrad von 85—88%,
jedoch nur eine optische Induktion von 1—3% de.

Setzt man den heterogenisierten Rhodim(I)/(—)-DIOP-
Katalysator mehrfach ein, so sinkt der Hydriergrad zuneh-
mend ab. Nach dreimaliger Verwendung bei Standardbe-
dingungen werden aber immer noch 90% der Folsdure hy-
driert. Auch die erzielten Diastereomereniiberschiisse wer-
den geringer und betragen nach dem Dritteinsatz des
Katalysators nur mehr knapp iiber 10% zugunsten des
(6S,S)-Isomeren.

Wir danken der Deutschen Forschungsgemeinschaft, dem Fonds
der Chemischen Industrie und der BASF AG, Ludwigshafen, fir die
Unterstiitzung dieser Arbeit.

Experimenteller Teil

'"H-NMR: Bruker WM 250 (250 MHz, MeBtemperatur 24 +
1°C). — MS: FD-MS Finnigan MAT 90 (Matrix DMSO/Glycerin),
FAB-MS Varian MAT 311A (Matrix DMSO/Glycerin) und LI-
SIMS-MS Finnigan MAT 90 (Matrix DMSO/Glycerin). — Ana-
lytische HPLC: Pumpe Waters Assoc. 6000A, Spectra-Physics
SP8700 Solvent Delivery System, wellenldngenvariabler UV-De-
tektor Perkin Elmer LCS55, Integrator Spectra-Physics SP4020
Data Interface and Spectra-Physics SP4000 Central Processor. —
Priparative HPLC: Pumpe Orlita SD30, LKB Bromma 8300 UVI-
CORD 1I-Detektor. — UV-Vis: Hitachi-U-2000-Spektrophoto-
meter.

Die Hydrierungen sowie alle Synthesen mit saverstoff- und feuch-
tigkeitsempfindlichen Verbindungen wurden unter getrocknetem
Stickstoff durchgefiihrt. Verwendet wurde bidestilliertes Wasser, das
nach Entgasen im Ultraschallbad durch mehrtagiges Stickstoff-Ein-
leiten von gelostem Sauerstoff befreit wurde. Die Phosphatpuffer
wurden durch Aufldsen einer entsprechenden Menge von primérem
bzw. sekundiarem Natriumphosphat (reinst) (Merck) in Wasser mit
anschlieBender Filterung durch ein 0.45-um-Nylon-Membranfilter
(Schleicher & Schiill NL17) hergestellt und ebenso wie Wasser mit
Stickstoff geséttigt. Die benotigten Sduren und Basen erfuhren die
gleichen vorbereitenden MaBnahmen. Das Derivatisierungsreagenz
(—)-Chlorameisensdure-menthylester wurde vor Gebrauch unter
Stickstoff destilliert. Das als Trigermaterial bei den heterogenen
Katalysen verwendete Kieselgel 60 (Merck, KorngroBe 0.063 bis

H. Brunner, C. Huber

0.200 mm, 70— 230 mesh ASTM) wurde 18 h im Hochvakuum ent-
gast und mit Stickstoff beladen.

Kéuflich waren Folsdure (1) (Fluka) und (—)-Chlorameisenséure-
menthylester (Aldrich).

Hydrierungen mit immobilisierten Rhodium-Katalysatoren

Immobilisierung der Rhodium(I)/Diphosphan-Komplexe: In einem
Autoklaveneinsatz werden 7.00 mg (0.028 mmol Rh) [Rh(cod)Cl],,
cod = 1,5-Cyclooctadien, entsprechend dazu im Verhiltnis 1:1.15
0.033 mmol des Diphosphan-Liganden und 0.80 g Kieselgel ein-
gewogen und mit Stickstoff geséttigt. Nach Ldsen in 10 ml Dichlor-
methan schligt die gelbe Farbe nach orange um. Diese zunichst
tiefgefarbte Suspension 148t man 30 min bei Raumtemp. riihren,
wiithrenddessen der orange Rhodium(I)/Diphosphan-Komplex un-
ter Entfirbung der organischen Losung an der Oberfliche des Tri-
germaterials adsorbiert. Bei Raumtemp. wird im Olpumpenvak. das
organische Losungsmittel entfernt und das gelborange Katalysator-
Pulver getrocknet.

Rhodium auf Kieselgel: Zur Abscheidung von fein verteiltem
Rhodium(0) auf Kieselgel wird wie zuvor beschrieben [Rh(cod)Cl],,
jedoch ohne einen Diphosphan-Liganden, in Dichlormethan gelést
auf Kieselgel adsorbiert. Das Solvens wird i. Vak. entfernt und das
gelbe Pulver i. Vak. getrocknet. Nach Zugabe von 5 ml Wasser wird
die Suspension 8 h bei einem Wasserstoffdruck von 40 bar und
einer Reaktionstemp. von 60°C gerithrt. [Rh(cod)Cl], wird dabei
zu metallischem Rhodium reduziert. Der Katalystor wird durch
Abfritten vom Solvens abgetrennt und i. Vak. getrocknet.

Durchfiihrung der heterogenen Katalysen: Die Hydrierungen wer-
den in 100-ml-Laborautoklaven mit Manometer durchgefiihrt.
0.50 g (1.13 mmol) mit Stickstoff gesittigte Folsiure (1) wird in
25 ml eines 0.1 M Phosphatpuffers mit pH 7.0 suspendiert und
durch Zusetzen einer 4quimolaren Menge Natronlauge geldst, ohne
den neutralen Pufferbereich zu verlassen. Die klare, dunkelorange
Losung wird nun unter Schutzgas zu dem im Autoklaveneinsatz
vorgelegten, immobilisierten Rhodium(l)-Katalysator gegeben. Der
Autoklav wird dreimal mit 20 bar Wasserstoff gespiilt und auf den
Standarddruck von 40 bar gebracht. Dann 148t man den Ansatz
24 h bei 80°C rithren. Nach dem Abkiihlen auf Raumtemp. wird
die gelbliche Losung iber eine GIII-Filterfritte vom heterogenen
Katalysator abgetrennt. Den festen Katalysator-Riickstand wischt
man mit 3 ml des entsprechenden Phosphatpuflers und arbeitet die
vereinigten waBrigen Losungen wie nachfolgend beschrieben auf.

Derivatisierung mit (— )-Chlorameisensdure-menthylester: Die
wiBrige Losung der fast farblosen 5,6,7,8-Tetrahydrofolsidure (2a
und 3a) wird unter strengem Sauerstoffausschlu mit 25 ml Ethanol
verdiinnt. Die resultierende Losung versetzt man in einem GuB mit
einer bezogen auf das Edukt dquimolaren Menge (—)-Chloramei-
sensidure-menthylester und rithrt kréftig, um eine moglichst schnelle
Verteilung des Derivatisierungsreagens zu gewahrleisten. Anschlie-
Bend 148t man noch 18 h bei Raumtemp. reagieren. Dann wird im
Wasserstrahlvak. der zuvor von etwaigen unloslichen Bestandteilen
abfiltrierte Derivatisierungsansatz auf etwa 20 ml eingeengt. Man
fiillt mit 0.1 N NaOH auf 25 ml auf, versetzt die leicht alkalische
Losung vorsichtig mit 1 N HCI, bis die Menthyloxycarbonyl-De-
rivate 2b—d bzw. 3b—d der Tetrahydrofolsidure bei pH 5.0 aus-
zufallen beginnen. Nachdem der pH-Wert auf 4.5 eingestellt ist,
kann das cremefarbene, gallertartige Produkt von der gelben Lo-
sung bei 8000 U/min abzentrifugiert werden. Der Riickstand wird
mit 10 ml Dichlormethan kraftig geschiittelt, wobei das organische
Solvens das Wasser aus der Produktgallerte verdringt und alle
organisch I6slichen Verunreinigungen abgetrennt werden. Nach
dem Zentrifugieren befindet sich das unlésliche Produkt als Schicht
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zwischen der gelben wiBrigen und der farblosen organischen Phase,
von denen vorsichtig dekantiert wird. Dann trocknet man das er-
haltene Pulver 24 h iiber P,O; im Olpumpenvak.

Mehrfachverwendung der immobilisierten Rhodium(I)-Katalysa-
toren: Der bei der Aufarbeitung der Hydrieransitze zuriickgewon-
nene immobilisierte Rhodium(1)-Katalysator wird durch Waschen
mit dreimal 20 mi sauerstofffreiem Wasser von Substratresten sowie
anorganischen Salzen befreit und anschlieBend im Olpumpenvak.
mehrere Stunden getrocknet. Das erhaltene hellbeige Pulver kann
als Hydrierkatalysator wiederverwendet werden.

Analytische HPLC: Die fliissigchromatographische Trennung der
derivatisierten Hydrierprodukte erfolgt auf einer 300 mm x 4 mm-
Reversed-Phase-Kieselgelsdule RP18-Spherisorb ODS-II (5 pm)
der Fa. Bischoff. Die wifirige Phase besteht aus einem 0.05 M
NaH,PO,/Na,HPO,-Puffer mit dem Pufferbereich bei pH 7. UV-
reines Acetonitril wird durch chromatographische Reinigung iiber
eine mit Aluminiumoxid (ICI Alumina N-Super I neutral) gefiillte
Sdule erhalten. Nach Filtrieren iiber ein 0.45-um-Membranfilter
werden die Solvenzien im Volumenverhiltnis 19% Acetonitril und
81% Phosphatpuffer vorgemischt. Die flissige Phase und das
HPLC-System werden zur Vermeidung von Zersetzungsreaktionen
bei der Messung stindig mit Helium gespiilt. Wahrend der HPLC-
Messung bei konstantem Flu$ von 1.0 ml/min wird die Zusam-
mensetzung der mobilen Phase mit einem Stufengradienten zu hé-
herem Acetonitrilanteil verindert. Dem Basissolvens wird 12 min
nach Beginn der Messung reines Acetonitril zugemischt. Der Ace-
tonitrilanteil steigt dabei innerhalb von 2 min auf 35% in 65%
Phosphatpuffer. Die eluierten Verbindungen werden bei der Wel-
lenldnge 285 nm detektiert.

Prdparative HPLC: Die praparative Trennung der derivatisierten
Hydrierprodukte erfolgt auf einer 250 mm x 20 mm-Reversed-
Phase-Kieselgelsdule RP8-Lichrosorb (10 pm) der Fa. Knauer (De-
tektion bei 254 nm). Dazu werden 400 mg Substanzgemisch in etwa
4 ml 0.05 M Phosphatpuffer gelost. In 40 Durchgéngen wird die
Probe mit einem Aufgabenvolumen von 100 pl je Messung (ca.
10 mg geloste Substanz) bei 100 bar aufgetrennt und in die Frak-
tionen A —F geschnitten. Das Losungsmittelgemisch hat die Zu-
sammensetzung 24% Acetonitril in 76% 0.05 M Phosphatpuffer bei
pH 7 und wird kontinuierlich mit Helium gesittigt. Die gesam-
melten Fraktionen miissen durch nochmalige préparative Fliis-
sigchromatographie gereinigt werden. Nach Entfernen des Solvens
kristallisiert man die Rickstinde aus wilirigem Ethanol bei pH 4.5
um, zentrifugiert das Produkt ab und trocknet die Probe i.Vak.
iiber P,0s.

5-( Menthyloxycarbonyl)-3,6,7 8-tetrahydrofolsdure, ~ N-[4-{[2-
Amino-5,6,7,8-tetrahydro-4-hydroxy-5-(methyloxycarbonyl)-6-pte-
ridyi]}methylJaminobenzoyl]-L-glutaminsiure (2b, 3b): Cremefar-
benes Pulver, Umkristallisation aws Ethanol/Wasser, Schmp.
220—244°C. — IR (KBr) ¥ = 3500—2450 cm™"' (Sdure), 3340
(NH), 2960, 2860 (CH), 1720 — 1600 (C =O und Amid), 1230 (C—-O),
755 (Phenylen). — 'H-NMR ([D¢]DMSO/TMS): 8 = 0.69—2.07
(m, 21 H, Menthylprotonen und $-H;), 2.31—2.34 (m, 2H, y-H,),
2.83—2.88 (m, 1H, 7-H,, 6-H, 9-H,), 2.97 —3.07 (m, 2H, 7-H,, 6-H,
9.H,), 3.35—3.40 (Wasser), 430—4.43 (m, 2H, 7-H,, 6-H, 9-H,),
6.18 —6.33 (breit, 3H, NH, und 8-H), 6.83 (breit, 1H, 10-H), 6.56/
6.59—7.66/7.70 (AA’'BB’-System, 4H, p-Phenylen), 8.15 (d, 1H,
7.8 Hz, NH-Amid-Glu), 10.06 (breit, 1 H, N-3-H-Amid), 12.30 (breit,
2H, Carboxylprotonen). — UV (1 N NaOH): Ay (€) = 279.5 nm
(34110). — [0]F = +6.3 (c = 1.49, 1 N NaOH) fiir ein >99%
HPLC-reines ca. 1: 1-Isomerengemisch von 2b und 3b. — MS (NI-
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FAB): m/z = 626 [M — H]; MS (NI-LISIMS): m/z = 626.36 [M
—HI™ C HGNO; - xH;0 (62770 + x - 18.01)
5,10-Bis(menthyloxycarbonyl)-5,6,7 8-tetrahydrofolsdure, N-[4-
{{(2-Amino-5,6,7,8-tetrahydro-4-hydroxy-5,10-bis(menthyloxycar-
bonyl)-6-pteridyl)methylJamino} benzoyl]-L-glutaminsiure (2d, 3d):
Die Isolierung der diderivatisierten Tetrahydrofolsiure, die mit

_iiberschiissigem (—)-Chlorameisensiure-menthylester entsteht, er-

folgte durch préiparative HPLC*. — IR (KBr): v = 3600— 2400
cm ™' (Sdure), 3250 (NH), 3080 (CH arom.), 2920, 2840 (CH aliph.),
1730—1610 (C=0 und Amid), 1480 (CH,), 1240 (C—O), 730 (Phe-
nylen). — '"H-NMR ([D¢IDMSO/TMS): § = 0.80—2.20 (m, 38H,
Menthylprotonen), 1.80—2.21 (m, 2H, B-H,), 2.35—-2.39 (m, 2H, y-
H,), 3.07-3.38 (m, 1H, 7-H,, 6-H, 9-H,), 3.35—3.41 (m, 1 H, 7-H,,
6-H, 9-H,), 3.62—3.73 (m, 1H, 7-H,, 6-H, 9-H,), 3.90 (Wasser),
4.41—4.45 (m, 2H, 7-H,, 6-H, 9-H,, o-H), 7.63 (breit, 2H, NH,),
7.38/7.42—17.85/7.88 (AA’BB’-System, 4H, p-Phenylen), 8.62—8.66
(dd, 1H, NH-Amid-Glu]. — UV (1 N NaOH): Ay (€) = 273.0 nm
(30608). — [a]¥ = —27.6 (¢ = 1.59, 1 N NaOH) fiir ein 98%
HPLC-reines ca. 1:1-Isomerengemisch von 2d und 3d. — [o]% =
—423 (c = 0.7, 1 N NaOH) fiir ein 95% HPLC-reines ca. 40: 60-
Isomerengemisch von 2d und 3d. — MS (NI-FAB): m/z = 808 [M
— H]~. — MS (NI-LISIMS): m/z = 808.46 [M — H]".

CsH5N,0yp - x H;O (809.96 + x - 18.01)

10-( Menthyloxycarbonyl)folsiure, N-[4-{[(2-Amino-4-hydroxy-
6-pteridyl)methyll(menthyloxycarbonyl)amino } benzoyl]-L-gluta-
minsdure entsteht aus unreduzierter Folsdure mit (—)-Chloramei-
sensiure-menthylester und wird bei der beschriebenen Aufarbeitung
der Hydrierproben neben 2b—d bzw. 3b—d erhalten. Gelbes Pul-
ver. — IR (KBr): ¥ = 35002300 cm ™! (Sdure), 3300 (NH), 3060
(CH arom.), 2980, 2860 (CH aliph.), 1710 — 1650 (C=0O und Amid),
1610 (C=N), 1470 (CH,), 1220 (C— O), 770 (Phenylen). — 'H-NMR
({Dc]DMSO/TMS): 8 = 0.61—1.86 (m, 19H, Menthylprotonen),
1.92 bis 2.13 (m, 2 H, B-H,), 2.29—2.39 (m, 2 H, y-H,), 3.51 (Wasser),
4.34—4.54 (m, 1 H, a-H), 4.95—-5.11 (m, AB-System, 2H, 9-H,), 7.04
(breit, 3H, NH,/8-H), 7.53/7.56 —7.83/7.87 (AA’BB"-System, 4H, p-
Phenylen), 8.58 (d, 1H, NH-Amid-Glu), 8.61 (breit, 1H, N-3-H-
Amid). — UV (1 N NaOH): Ay (€) = 261 nm (29200), 356 (10100).
— [oJ# = —26.2(c = 0.8, 1 N NaOH). — MS (NI-FAB): m/z =
622 [M — H]".

C3HyN;O5 - x H,O (623.67 + x - 18.01)

N-{4-[ ( Menthyloxycarbonyl )amino Jbenzoyl }-L-glutaminsdure:
Die am p-stindigen Stickstoffatom derivatisierte N-(p-Aminoben-
zoyl)-L-glutaminsdure entsteht, wenn das wihrend der Reduktion
durch Zersetzung der Tetrahydrofolsdure 2a bzw. 3a abgespaltene
Fragment mit (—)-Chlorameisensdure-menthylester reagiert. Die
Verbindung wird durch priparative HPLC isoliert™*?. — IR (KBr):
¥ = 32002560 cm ™' (Siure), 3360 (NH), 3060 (CH arom.), 2970,
2910, 2880 (CH aliph.), 1720 (C=0), 1700 (C=0 Urethan), 1485
(CH,), 1230 (C—0), 730 (Phenylen). — ‘H-NMR ([D,]DMSO/
TMS): 8 = 0.76 —1.69 (m, 18 H, Menthylprotonen), 1.87—2.15 (m,
2H, B-Hy), 2.34—2.36 (m, 2H, y-H,), 4.37—4.42 (m, 1H, «-H),
4.52—4.63 (dt, 1H, Menthyl-Methinproton), 7.53/7.56—7.81/7.85
(AA’BB’-System, 4H, p-Phenylen), 8.46 (d, 1H, 7.6 Hz, NH-Amid-
Glu), 9.89 (s, 1H, O—CO—NH). — UV (1 N NaOH}): Apax (8) =
258 nm (31930). — MS (NI-FAB): m/z = 447 [M — H].

[5.10-Metheno-5,6,7 8-tetrahydrofolsiure] * Cl~, [N-(4-{[2-
Amino-5,6,7,8-tetrahydro-4-hydroxy-5,10-metheno-6-pteridyl)me-
thylJamino}benzoyl)-L-glutaminsdure] *Cl~ (2e, 3e): Die Abspal-
tung der Menthyloxycarbonyl-Gruppe an N-5 von 2b bzw. 3b er-
folgt in einer stark sauren Lo&sung unter Formylierung nach
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Lit.?2241 Gelbes Pulver. Umkristallisation aus Ethanol/Wasser,
Ausb. 44 —48% (ohne Beriicksichtigung des Salzsdure- und Was-
sergehalts). — IR (KBr): ¥ = 35002100 cm ~' (Sure), 1750 — 1490
(C=0, C=N und C=C), 1230 (C—O0), 740 (Phenylen). — 'H-
NMR ([D¢]DMSO/TMS). &6 = 191-218 (m, 2H, [-H,),
2.36—2.38 (m, 2H, y-H,), 3.50—3.59 (m, 1H, 7-H,, 6-H, 9-H,),
3.87—3.91 (m, 1H, 7-H,, 6-H, 9-H,), 4.18 —4.27 (m, 1H, 7-H,, 6-H,
9-H,), 437—4.46 (m, 1H, 7-H,, 6-H, 9-H,), 4.55—4.64 (m, 1H, 7-
H,, 6-H, 9-H,), 4.66—4.76 (m, 1H, 7-H,, 6-H, 9-H,), 4.80 (Wasser),
6.78 (breit, 3H, NH,), 7.50/7.53 —7.96/8.02 (AA’BB’-System, 4 H, p-
Phenylen), 7.70 (breit, 1H, 8-H), 8.68 (d, 1 H, J = 7.7 Hz, NH-Amid-
Glu), 9.66 (s, 1 H, [5-CH=N-10]7), 10.91 (breit, 1 H, N-3-H-Amid].
— UV (1 M HCI): Apy (€) = 287.0 nm (10800), 347 (24900). — MS
(PI-FAB): m/z = 456 [M*].

Cy0H21CIN;Oq - x H,O - y HCI (491.89 + x - 18.01 + y - 36.46)

Ca-Salz der 5-Formyl-5,6,7.8-tetrahydrofolsdure (Leucovorin),
Ca-Salz der N-(4-{[(2-Amino-5-formyl-5,6,7,8-tetrahydro-4-hy-
droxy-6-pteridyl)methylJamino }benzoyl]-L-glutaminsdure (2f, 3f):
In kleinen Portionen werden 1.75 g (3.55 mmol) 2e bzw. 3e langsam
in 40 ml heiBem Phosphat-Neutralpuffer unter Zugabe weniger
Tropfen 2 N NaOH gel6st, so daB ein pH von 7 nicht iiberschritten
wird. Die klare gelbe Losung wird nun 5 h unter LuftausschluB
unter Riickflul} erhitzt. Nach Abkiihlen auf Raumtemp. wird mit
2 N NaOH auf pH 8 eingestellt. Jetzt riihrt man 2.2 mi (8.8 mmol)
4 M Calciumchlorid-Lésung zu und fillt dann das Salz der Folin-
sdure mit 30 ml Ethanol aus. Das cremefarbene Produkt kann nun
abzentrifugiert werden. Der Riickstand wird zweimal mit waBrigem
Ethanol (1:1) aufgeschldimmt, zentrifugiert und dann in trockenem
Ethanol zur Wasserverdringung gewaschen. Nach Abfritten iiber
eine GIII-Filterfritte trocknet man das Pulver, das noch anorga-
nische Salze enthilt, im Olpumpenvak. iiber P,O;. Cremebeiges
Pulver, Umbkristallisation aus Ethanol/Wasser, Ausb. 45—49%
(ohne Beriicksichtigung des Wassergehaltes). — ‘H-NMR (D,0/
NaOD): § = 1.86—2.12 (m, 2H, B-H,), 2.21—2.23 (m, 2H, v-H,),
3.06—3.45 (m, 4H, 7-H,, 6-H, 9-H,), 4.18—4.23 (m, 1H, o-H), 4.84
(m, 1H, 7-H,, 6-H, 9-H,), 6.65/6.71 —7.55/7.65 (AA’BB’-System, 4 H,
p-Phenylen), 7.76, 8.60 (s, 1H, 5-Formyl-Konformere 1 und II). —
UV (0.1 N NaOH): Ay, (€) = 283.0 nm (28760). — MS (NI-FAB):
mjz = 472 [M — H] .

CyH,CaN;O, - x HO (511.51 + x - 18.01)
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