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von Esam Khalifa, Abhoy N. Ganguly, Jost H. Bieri und Max Viscontini 

Organisch-chemisches Institut der Universitat, Winterthurerstrasse 190, CH-8057 Zurich 

(25.IX. 80) 

A Convenient Synthesis of Leucovorin 

Summury 

The synthesis of leucovorin, a 5-formyl-(6 R or S)-5,6,7,8-tetrahydropteroyl-~- 
glutamic acid (11) is described. The L-folic acid was first reduced to (6 R, S)-tetrahy- 
dro-L-folic acid (I); formylation with methyl-formate in DMSO gave directly 
leucovorin (as a diastereomeric mixture) in good yields. To demonstrate, that the 
formylation occurred regiospecifically at N (5) and not at N (lo), N (lO)-nitroso-(6 R, 
S)-tetrahydro-L-folic acid was formylated under the same conditions. Reductive 
elimination of the N (10)-nitrosogroup gave the identical leucovorin as in the 
previous case. The synthetic leucovorin was biologically as active as the natural 
product with Streptococcus fuecalis ATCC 8043 and Pediococcus cerevisiue 
ATCC 808 1. 

Leucovorin (11), auch Folinsaure oder Citrovorum-Faktor genannt, wurde aus 
Leber isoliert und als Wachstumsfaktor fur Leuconostoc citrovorum erkannt [2]. Ver- 
schiedene Synthesen dieser biologisch wichtigen Substanz wurden publiziert, da 
Leucovorin (11) eine zentrale Rolle bei der Ubertragung von C,-Einheiten in 
zahlreichen Biosynthesen spielt. Leucovorin wurde entweder durch Formylierung 
von L-Folsaure an N (lo), Reduktion zum Tetrahydro-Derivat (2 Std., unter Druck 
bei 120") [3], oder durch katalytische Hydrierung von Folsaure in Ameisensaure, 
Zugabe von NaOH zur Losung bis auf pH 13 und lstd. Kochen [4] [ 5 ] ,  erhalten. 

Die publizierten Synthesen sind aufwendig, ergeben schlechte Ausbeuten und 
liefern unerwiinschte Nebenprodukte, wie z. B. das Kation der 5.10-Metheno- 
5,6,7,8-tetrahydro-L-folsaure (III), deren Abtrennung nicht einfach ist. 

In [5] erwahnen die Autoren, dass bei der Behandlung von 500 mg Tetra- 
hydrofolsaure (I) mit Ameisensauremethylester und Na-Methylat (2 Std., unter 
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Druck, 150", Inertgas (N,)) unter anderem eine Substanz biologisch nachgewiesen 
wurde, deren Test rnit L. citrovorum eine gesamte Aktivitat von 9,5 mg Leucovorin 
zeigte. Die Autoren versuchten jedoch nicht, diese Substanz zu isolieren. Dieser 
Hinweis liess vermuten, dass eine direkte Formylierung von der heute leicht zugang- 
lichen (6 R ,  S)-5,6,7,8-Tetrahydro-L-folsaure (I) [6] [7] rnit Ameisensauremethylester 
fur die Gewinnung von I1 sehr geeignet sein konnte, da der pK,-Wert von N(5) 
bedeutend kleiner als jener von N(10) ist [8] und dementsprechend eine Reaktion 
dieses N-Atoms rnit dem Ester als eher wahrscheinlich erscheint. 

Schema 1 

I II m 
=-@O--NH--ZH-~OOH I 

CH2-CH2-COOH 

Die Reaktion von I mit Ameisensauremethylester in Dimethylsulfoxid (72 Std.) 
fuhrte zum Ziel. Eine einfache Chromatographie auf Cellulose rnit Wasser als 
Eluierungsmittel genugte, um das Leucovorin vom begleitenden 111 abzutrennen. 
Die Ausbeute von I1 als Ca-Salz betrug ca. 60%. 

Das erhaltene Leucovorin besteht prinzipiell aus einer Mischung von zwei 
Diastereomeren, welche jedoch weder chemisch noch spektroskopisch differenziert 
werden konnten; wir geben dabei in der vorliegenden Mitteilung die Formeln 
I, 11, I11 willkurlich mit der (6 R)- und die Formeln V, VI rnit der (6 S)-Chiralitat 
wieder. 

Das 'H-NMR.-Spektrum des so synthetisierten Leucovorins zeigt in 0,l N 
DCl/D20 und in 1 N NaOD/D20 das Vorhandensein von zwei Rotameren. In 1 N 
NaOD (Fig. I) zeigt das H-CO-N(5) zwei Singulette bei 9,02 und 8,32 ppm. 
Beide sind stabil in D20 bzw. O , ~ N  NaOD, verschwinden aber langsam durch 

Hydrolyse in 1 , 8 4 ~  NaOD (t,/,=48 Std.) und werden durch das H-C-0-Signal 
bei 8,8 ppm ersetzt. In DMSO erscheint jedoch nur noch ein Rotamer, ein Ergebnis, 
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Fig. 1. IH-NMR.-Spekirum von Leucovorin (11) in 0 , l ~  NaOD 
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Fig. 2 .  ' H - N M R  -Spekirurn von N(10)-Niiroso-leucovorin (VI) in O , I N  NaOD 

das sich mit der schon fur andere N (5)-Acyl-tetrahydropterine gemachten Beob- 
achtung deckt [9]. 

Als Strukturbeweis der Formylierung am N ( 5 )  haben wir die analoge Reaktion 
mit der am N(10)-Atom geschiitzten N(1O)-Nitroso-L-folsaure (IV) [ 101 [ 1 I]  
ausgef~hrt. Im Gegensatz zur L-Folsaure gelang die katalytische Reduktion 
von TV zu V ohne Hydrogenolyse [6]. Anschliessend wurde V formyliert, das N(10)- 
Nitroso-leucovorin (VI) isoliert, gereinigt und charakterisiert. Ausser der Mikro- 
analyse zeigte das 'H-NMR.-Spektrum der Substanz (Fig. 2), dass die N(10)- 
Nitroso-Gruppe immer vorhanden war. Diese Gruppe bewirkt, dass die zum N (  10) 
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ortho- und meta-standigen aromatischen Protonen in I1 und VI unterschiedliche 
AA'BB'-Systeme ergeben: 6,=8,2 und 6,=8,0 in VI, dagegen CS,=8,05 und 
6 ,  = 7,lO im ungeschutzten Leucovorin (11) (Fig. I). 

Die reduktive Entfernung der Nitrosogruppe verlief bei VI langsamer als bei 
IV [ll],  gelang jedoch, wenn man VI 3 Wochen lang mit Na2S20, behandelte 
(pH 8-9, 22"). Unter diesen Bedingungen wurde die Formylgruppe nur teilweise 
hydrolytisch abgespalten, wahrend die N (10)-Nitroso-Gruppe vollstandig eliminiert 
wurde. Das als Ca-Salz gereinigte Leucovorin erwies sich als identisch mit dem auf 
direktem Weg erhaltenen Produkt. 

Biotogische Teste. Das Ca-Salz des Leucovorins (11) war ebenso aktiv wie 
(6 R ,  S)-Tetrahydro-L-folsaure rnit Streptococcus faecalis ATCC 8043 in ctFolic Acid 
Assay Medium (Difco))) und als Citrovorum-Faktor (folinic acid, K +  K 
Laboratories) rnit Pediococcus cerevisiae ATCC 808 1 in aCF-Assay-Medium 
(Difco) )). 

Wir danken den Herren Dr. W. Schwotzer und E. Vonbank (Abteilung Prof. Dr. W. v. Philipsborn) 
sowie Dip1.-chem. A .  Gut fur die Aufnahme zahlreicher 'H- und '3C-NMR.-Spektren, Herrn 
H. Frohofer, Leiter der Mikroanalytischen Abteilung, fur die Elementaranalysen, Frau Dr. E. Bdhni 
sowie den Herren Dres. I .  Kompis und R. Then (Hoffmann-La Roche & Cie., Basel) fur die biologischen 
Teste des Leucovorins und dem Schweizerischen Nationalfonds fur die finanzielle Unterstiitzung (A.N.G.) 
dieser Arbeit. 

Experimenteller Teil 

1. Allgemeines. - Siehe [7] [ll]. Die 'H-NMR.-Spektren wurden auf einem Vurian XL-100 A bzw. 
EM-390,90 MHz, NMR.-Spektrographen aufgenommen. Fur die Arbeit unter Nz siehe [12]. 

2. 7,8-Dihydrofolsaure. Nach der von uns modifEierten Methode [13] [6]. In einem Handschuhkasten 
(Nz) wurden 4 g L-Ascorbinsaure und 6 g NazS204 in 100 ml Wasser gelost und das pH der Losung mit 
2~ NaOH auf 4,5 gebracht. Anschliessend wurde eine Losung von 2 g (4.53 mmol) Folsaure in 10 ml 
1~ NaOH tropfenweise zugegeben. Das pH der Losung wurde wiederum auf 4,5 mit Ascorbinsaure 
eingestellt, worauf die 7,8-Dihydrofolsaure auszufallen begann. Die Suspension wurde 15 Min. geruhrt, 
auf 10" gekiihlt und rnit 1N HCl auf pH 3,O gebracht. Die ausgefallene Dihydrofolsaure wurde abfiltriert, 
mit kaltem Wasser gewaschen und getrocknet (50°, 6 Std./O,Ol Torr): 1,65 g (82%). 

3. (6R, S)-5,6,7,8-Tetrahydrofolsuure (I). ModXiziert nach der von uns entwickelten Methode [6] [7]: 
Die zunachst erhaltene Dihydrofolsaure (1,65 g, 3,72 mmol) wurde in 30 ml sauerstofffreiem Wasser auf- 
geschlammt (Handschuhkasten, Nz), rnit 350 mg (9,25 mmol) N a B b  versetzt, wobei Losung eintrat. 
Nach 6 Std. Stehenlassen (22") wurden weitere 100 mg (2,64 mmol) N a B b  zugegeben und die Losung 
12 Std. stehengelassen (22"). Anschliessend wurde mit Tierkohle versetzt, 30 Min. geruhrt, filtriert und 
das pH mit I N  HCl vorsichtig auf 3,4 gebracht. Die ausgefallene Tetrahydrofolsaure wurde abzentri- 
fugiert, mit kaltem Wasser gewaschen und getrocknet (40", 6 Std./O,Ol Torr): 1,3 g (75%) 1. 

4. 5-Formyl-(6R,S)-5,6,7,8-tetrahydro-~-folsaure (Leucovorin 11). Im Handschuhkasten (Nz) wur- 
den 1,2 g (2,6 mmol) I in 10 ml DMSOIPyridin 5: 1 gelost, dann mit 14 ml Ameisensauremethylester ver- 
setzt und 24 Std. (Lichtausschluss, 22") stehengelassen. Es wurden noch zweimal rnit 24 Std. Abstand 
je 6 ml Ameisensauremethylester und nach zusatzlichen 24 Std. 100 ml Athanol hinzugegeben, an- 
schliessend die Losung mit Tierkohle entfarbt und filtriert. Das Leucovorin fie1 nach Zugabe von 500 ml 
Ather aus, wurde abzentrifugiert, mit Chloroform, Ather gewaschen und getrocknet (6 Std., 40"/0,01 
Torr): 1,07 g (84%) Rohprodukt 11, welches chromatographisch gereinigt wurde. 

Das Rohprodukt (200 mg) wurde in der kleinsten Menge O , I N  NaOH gelost, die Losung auf eine 
Cellulose-Saule (30x 3,5 cm) getragen und die Substanz rnit Wasser eluiert. Die I1 enthaltenden Frak- 
tionen (DC.-Kontrolle) wurden i.V. auf ca. 5 ml eingeengt. Dazu wurden 100 mg CaC12 gegeben, die 
klare Losung mit 50 ml abs. Athanol versetzt, wobei das farblose Ca-Salz von Leucovorin ausfiel, 
welches abzentrifugiert, rnit Athanol gewaschen und getrocknet wurde (6 Std., 50°/0,01 Torr). - 
DC. (Cellulose), Rf 0,71 (H20, 3,G% NKCl ,  0,5% 2-Mercaptoathanol). - 'H-NMR. ( 0 . 1 ~  NaOD) 
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(Fig.1): 9,02 und 8,32 (2s, H-CO-N(5) von zwei q t a m r e n  [9]); 8,05 und 7,lO (2d, A -  und B-Teil 
eines AA'BF-Systems, J = 8  Hz, 4 arom. H); 4,75 (br. t ,  H-C(a)); 4,O-3,5 (m, H-C(6), 2H-C(7), 
2 H-C(9)); 2,9-2,3 (m,2 H-C@),2 H-C(y)). 

C2fl21CaN707.5 H20 (601,56) Ber. C 39,93 H 5,15 N 16,29% Gef. C 40,08 H 4,89 N 16,28% 

5 .  10-Nitroso-L-folsuure (IV). Nach [lo] hergestellt: - 'H-NMR. ( I N  NaOD): 7:66 (s, H-C(7)); 7,32 
und 7,08 (2d, A -  und B-Teil eines AA'BB'-Systemf,.J=8 Hz, 4 arom. H); 4,75 (s, 2H-C(9)); 3,82 
( t ,  H-C(n)); 2,00-1,40 (m, 2 H-CU), 2 H-C(y)).l Das Singulett bei 4,75 ppm verschwindet in ca. 
120 Std. (22") durch HID-Austausch. 

6. IV-Nitroso-(CiR, S)-5,6,7,8-tetrahydro-~-folsaur (V). Eine Suspension von 1 g (2,l mmol) IV in 
640 ml AthanoVWasser 1: 1 wurde mit 200 mg PtO2 k talytisch hydriert (22"/740 Torr). Nach 5 Std. war 
die Krduktion beendet. Der Katalysator wurde ab ltriert und die hellgrune Losung, eingedampft: 
900 mg (89%) rohes V, das fur die Formylierung @irekt gebraucht wurde. - 'H-NMR.-Spektrum 
( O , ~ N  NaOD): 7,35 und 7,04 (2d, A- und B-Teil eines iAA'BB'-Systems, J =  8 Hz, 4 arom. H); 4,OO-3,50 
(m, H-C(a) und 2 H-C(9)); 3,20-2,50 (m, H-C(6] und 2 H-C(7)); 2,00-1,50 (m, 2 H-C(B) und 

7. 5-Formyl-lO-nitroso-(6R, S)-5,6,7,8-tetrahydro-~-foisaure (10-Nitroso-leucovorin, VI). Die For- 
mylierung von 1 g (2,l rnmol) V wurde analog zu Kap. 4, aber ohne Zusatz von Pyridin, in DMSO 
ausgefiihrt. Nach Zugabe von 60 ml Athanol wurde die Losung filtriert und mit 300 ml Ather versetzt. 
Rohes VI fie1 aus, wurde abzentrifugiert, mit Athanol und Ather gewaschen und getrocknet (10 Std., 
45"/0,01 Torr): 750 mg (66%) V1. Zur Reinigung wurden 200 mg wie im Kap. 4 mit Wasser auf einer 
Cellulose-Saule chromatographiert. Die VI enthaltenden Fraktionen wurden eingeengt. Das bei 0" 
ausgefallene VI wurde abzentrifugiert, mit Athanol und Ather gewaschen und getrocknet (12 Std., 
22"/0,01 Torr). - 'H-NMR.-Spektrum ( O , ~ N  NaOD, 0 , 2 5 ~  CaCI2) (Fig. 2): 8,85 und 8,13 (2s, 
H-CO-N(5) von zwei Rotameren 191); 8,25 und 8,O (2 d, A -  und B-Teil eines AA'BB'-Systems, J =  8 Hz, 
4 arom. H); 4,8-4,6 (m. H-C(a) und 2 H-C(9)); 4,O-3,65 (m, H-C(6) und 2 H-C(7)); 2,90-2.30 (m, 
2 H-Cw) und 2 H-C(y)). 

C22H22N808 ' 2  H20 (538,48) Ber. C &,57 H 4,82 N 20,79% Gef. C 44,48 H 5,11 N 19,31% 

8. (R, S)-Leucovorin (II). Zu einer Losung von 70 mg (0,13 mmol) VI in der minimalen Menge 
O , ~ N  NaOH wurden 70 mg (0,4 mml) Na2S204 gegeben, das pH auf 8-9 eingestellt und 3 Wochen lang 
im Dunkeln stehengelassen (22"). Nach dem 3., 10. und 17. Tag wurden je 50 mg NazS204 zugegeben 
und das pH standig bei 8-9 gehalten. Die Losung wurde dann auf einer Cellulose-Saule ( 3 0 ~  3,5 cm) 
mit Wasser chromatographiert. Die unter UV .-Licht dunkel erscheinende Zone wurde aufgefangen und 
wieder auf einer Sephadex-LH20-Slule (30 x 3,5 em) mit Wasser chromatographiert. Die das Leucovorin 
enthaltenden Fraktionen (DC.-Kontrolle) wurden als Ca-Salz wie im Kap. 4 isoiicrt: 20 mg (26%). 

1 
2 H-C(y)). 

Das so erhaltene Salz war mit dem nach Kap. 4 synthetisierten Leucovorin identisch. 
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