
CHAPTER I I

HISTORY

VALPROIC A C ID  (VPA; d i - n - p r o p y l a c e t i c  a c i d ,  DPA; 
2 - p r o p y l p e n t a n o i c  a c i d ,  o r  2 - p r o p y l v a l e r i c  a c i d ) .

The a c i d ,  a c o l o u r l e s s  s l i g h t l y  v i s c o u s  l i q u i d  
w i t h  a c h a r a c t e r i s t i c  o d o r ,  was f i r s t  s y n t h e s i z e d  by 
B u r t o n  ( 1 8 8 2 ) .  No t h e r a p e u t i c  a p p l i c a t i o n  o f  d r u g  was 
known u n t i l  t h e  d i s c o v e r y  o f  i t s  a n t i c o n v u l s a n t  p r o p e r t i e s  
by Eymard ( 1 9 6 2 ) .  As he s y n t h e s i z e d  a s e r i e s  o f  
d e r i v a t i v e s  o f  k h e l l i n e  and s t u d i e d  t h e i r  p h a r m a c o l o g i c a l  
p r o p e r t i e s ,  impeded  by t h e i r  p o o r  s o l u b i l i t y  i n  w a t e r  and 
t h e  u s u a l  o r g a n i c  s o l v e n t s ,  he had t h e  i d e a  o f  d i s s o l v i n g  
t h e  mos t  a c t i v e  m o l e c u l e  o f  k h e l l i n e  d e r i v a t i v e  i n  2 -  
p r o p y l p e n t a n o i c  a c i d .  T h i s  s o l u t i o n  e x h i b i t e d  a marked  
p r o t e c t i o n  a g a i n s t  p e n t y l e n e t e t r a z o l e  i n d u c e d  s e i z u r e s .  
S u b s e q u e n t  s t u d i e s  i n d i c a t e d  t h a t  t h e  a n t i c o n v u l s a n t  
a c t i o n  was due  t o  t h e  ' s o l v e n t ;  i . e .  2 - p r o p y l p e n t a n o i c  
a c i d ,  and f u r t h e r  i n v e s t i g a t i o n s  d e m o n s t r a t e d  a b r o a d  
s p e c t r u m  o f  a n t i c o n v u l s a n t  a c t i v i t y  i n  a wide  v a r i e t y  o f  
a n i m a l  s e i z u r e  m o d e l s  (Chapman e t  a l . ,  1 98 2 ) .
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A s i m p i
v a l p r o i c  a c i d  (b  
t h e  h e t e r o c y c l i  
b a r b i t u r a t e s , 
o x a z o l i d i n e d i o n e s  
o t h e r  a n t i c o n v u  
a n t i c o n v u l s a n t  ac

e a l i p h a t i c  m o l e c u l a r  s t r u c t u r e  o f
r a n c h e d  c h a i n  f a t t y  a c i d )  i n  c o n t r a s t  t o  
c r i n g  s t r u c t u r e s  o f  h y d a n t o i n s ,

b e n z o d i a z e p i n e s ,  s u c c i n i m i d e s  and
a p p e a r s  t o  d i f f e r  s i g n i f i c a n t l y  f ro m  a l l  

l s a n t s  i n  t e r m s  o f  i t s  s p e c t r u m  of  
t i v i t y ,  c l i n i c a l  u s e  and i t s  t i m e  c o u r s e

o f  a c t i o n .

S e v e r a l  i n v e s t i g a t o r s  have  a t t e m p t e d  t o  e x p l a i n  
t h e  mec ha n i sm o f  a n t i c o n v u l s a n t  a c t i o n  o f  v a l p r o i c  a c i d ,  
h ow e v e r ,  t h e  a p p a r e n t  mechan i sm of  a c t i o n  o f  v a l p r o i c  
a c i d  i s  s t i l l  unknown.  Two g e n e r a l  h y p o t h e s e s  h a v e  b e e n  
p r o p o s e d  t o  e x p l a i n  t h e  a n t i c o n v u l s a n t  a c t i v i t y  by 
e x p e r i m e n t a l  and c l i n i c a l  s t u d i e s  o f  v a l p r o i c  a c i d .  The 
f i r s t  h y p o t h e s i s  was t h a t  v a l p r o i c  a c i d  a c t s  by e n h a n c i n g  
GABA-media ted  i n h i b i t i o n  and r e l i e s  p r i m a r i l y  on d a t a  
d e m o n s t r a t i n g  t h a t  t h e  d r u g  i n c r e a s e s  b r a i n  GABA l e v e l s .  
However ,  t h e  mec ha n i sm by wh i ch  v a l p r o i c  a c i d  i n c r e a s e s  
GABA l e v e l s  i s  n o t  w e l l  u n d e r s t o o d .  S t u d i e s  on 
b i o c h e m i c a l  a c t i o n s  o f  v a l p r o i c  a c i d  r e v e a l e d  t h a t  t h e  
d r u g  i n h i b i t s  s e v e r a l  enzymes  i n v o l v e d  i n  GABA 
d e g r a d a t i o n , i n c l u d i n g  gamma a m i n o b u t y r i c  a c i d  t r a n s a m i n a s e  
(GABA-T),  ( F o w l e r  e t  a l . ,  1 9 7 5 ) ,  s u c c i n i c  s e m i a l d e h y d e  
d e h y d r o g e n a s e  (SSA-DH),  (Van d e r  Laan e t  a l . ,  1979;  Van
d e r  Laan  e t  a l . ,  1980)  and a l d e h y d e  r e d u c t a s e  ( W h i t e  and 
T u r n e r ,  1 9 7 8 ) .  I t  h a s  b e e n  r e p o r t e d  t h a t  v a l p r o i c  a c i d  
i n h i b i t s  a t  l e a s t  t h r e e  b i o l o g i c a l  enzymes  b u t  i n h i b i t i o n s
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o f  GABA-T and  SSA-DH r e c e i v e d  most  a t t e n t i o n  and i n d e e d  
seem t o  be  t h e  p r e f e r e n t i a l  a c t i o n  i n v o l v e d  a n t i c o n v u l s a n t  
a c t i v i t y .  F i g u r e  2 shows p a r t i a l  m e t a b o l i c  p a t h w a y  of  
GABA.

/C-CH2-CH2—cf 0
Succinic semialdehyoe

■ ๐ xc
Succinate

H2N—CH2—CH 2—CHj—c

GABA

Krebs 
cycle „

0=c—CH 2—CH 2—c
i fV

a-Ketoglutarate

GAD
► CO,

H2N-CH2—ch2—CH2—c fV
•\ O'

L-Glutamate

F i g u r e  2 P a r t i a l  m e t a b o l i c  p a t h w a y  o f  GABA
s y n t h e s i s  and d e g r a d a t i o n .

A c c u m u l a t i o n  o f  GABA by v a l p r o i c  a c i d  i n d u c t i o n  
c an  be  e x p l a i n e d  i n  t h e  r o l e  o f  SSA-DH i n h i b i t i o n .  The 
p r i m a r y  i n h i b i t i o n  o f  SSA-DH w i l l  r e s u l t  i n  a c c u m u l a t i o n  
o f  SSA, w h i c h  w i l l  i n h i b i t  t h e  f o r w a r d  r e a c t i o n  of  
GABA-T p r e v e n t i n g  t h e  d e g r a d a t i o n  o f  GABA. A f u r t h e r  
i n c r e a s e  o f  SSA w i l l  i n i t i a t e  t h e  c o n v e r s i o n  o f  SSA i n t o  
GABA by t h e  r e v e r s e  r e a c t i o n  o f  GABA-T. The i n h i b i t i o n  o f  
GABA-T a c t i v i t y  d i r e c t l y  r e s u l t s  i n  GABA e l e v a t i o n .  Of 
t h e  two m e c h a n i s m s ,  i n c r e m e n t  o f  GABA c o n c e n t r a t i o n  i s  
p r e d o m i n a n t l y  c a u s e d  by SSA-DH i n h i b i t i o n ,  s i n c e  SSA-DH i s  
much more  s e n s i t i v e  t o  v a l p r o i c  a c i d  i n h i b i t i o n  (Van d e r
Laan  e t  a l . ,  1 9 7 9 ) .
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Some i n v e s t i g a t o r s  d e m o n s t r a t e d  t h a t  p o t e n t i a t i o n  
o f  i n h i b i t o r y  r e s p o n s e s  t o  GABA c o u l d  r e s u l t  f rom an 
e f f e c t  on a m o d u l a t o r  s i t e  i n  t h e  G A B A - r e c e p t o r  c o m p l e x ,  
( G e n t  and N o r m a n t o r ,  1 9 7 8 ) .

The s e c o n d  h y p o t h e s i s  i n v o l v e s  t h e  b l o c k a d e  o f  
v o l t a g e - d e p e n d e n t  Na+ c h a n n e l s .  L i k e  p h e n y t o i n ,  v a l p r o i c  
a c i d  l i m i t s  t h e  a b i l i t y  o f  c u l t u r e d  CNS n e u r o n s  t o  f i r e  
Na+- d e p e n d e n t  a c t i o n  p o t e n t i a l s  a t  h i g h  f r e q u e n c y  (McLean 
and M a c d o n a l d ,  1 9 8 6 ) .  S i n c e  v a l p r o i c  a c i d  h a s  a b r o a d  
s p e c t r u m  o f  a n t i c o n v u l s a n t  a c t i v i t y ,  t h e  c l i n i c a l  a c t i v i t y  
may r e l a t e  t o  c o m b i n a t i o n  o f  m e c h a n i s m s .  I n s u f f i c i e n t  
d a t a  a r e  a v a i l a b l e  a t  p r e s e n t  t o  d e f i n i t i v e l y  e s t a b l i s h  
e i t h e r  o f  t h e s e  m e c h a n i s m s .  T h i s  i s  p a r t l y  b e c a u s e  t h e  
b a s i c  k n o w l e d g e  o f  n e u r o n a l  r e c e p t o r s  and r e s p o n s e s  i s  
d e f i c i e n t .  ( S c h e c h t e r  e t  a l . ,  1 9 7 8 ) .  N e v e r t h e l e s s ,  t h e s e  
o b s e r v a t i o n s  h i g h l i g h t  t h e  f a c t  t h a t  t h e  f u l l  s p e c t r u m  of  
p h a r m a c o l o g i c a l  a c t i o n s  o f  v a l p r o i c  a c i d  a r e  n o t  y e t  w e l l  
u n d e r s t o o d  .

Ü19048
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C l i n i c a l  u s e  o f  V a l p r o i c  a c i d

I n i t i a l  e x p e r i m e n t s  i n d i c a t e d  t h a t  v a l p r o i c  a c i d  
was o f  mos t  v a l u e  i n  t h e  t r e a t m e n t  o f  p r i m a r y  g e n e r a l i z e d  
s e i z u r e s ,  e s p e c i a l l y  t h o s e  o f  t h e  a b s e n c e  t y p e  ( P i n d e r  e t  
a l . ,  1 9 7 7 ) .  However ,  v a l p r o i c  a c i d  a l s o  a p p e a r s  t o  be  
e f f e c t i v e  a g a i n s t  c e r t a i n  m y o c l o n i c  s e i z u r e s ,  g e n e r a l i z e d  
t o n i c - c l o n i c  s e i z u r e s ,  i n f a n t i l e  spasm and p h o t o  s e n s i t i v e  
e p i l e p s y .  I n  a d d i t i o n ,  p s y c h i a t r i c  d i s o r d e r s  s u c h  a s  
s c h i z o p h r e n i a ,  m a n i c - d e p r e s s i v e  p s y c h o s i s  can  e f f e c t i v e l y  
be t r e a t e d  w i t h  v a l p r o i c  a c i d  ( L a m b e r t  e t  a l . ,  1975,  
L a u t i n  e t  a l . ,  1 9 8 0 ) .  Whi l e  v a l p r o i c  a c i d  was c o n s i d e r e d  
i n i t i a l l y  t o  be  a v e r y  s a f e  d r u g ,  s e r i o u s  a d v e r s e  
r e a c t i o n s  a f f e c t i n g  t h e  h e p a t i c ,  p a n c r e a t i c ,  and 
h e m a t o l o g i c  s y s t e m s  have  be en  r e p o r t e d  r e c e n t l y .  Of 
t h e s e ,  t h e  g r e a t e s t  c o n c e r n  has  a r i s e n  o v e r  t h e  i n c i d e n t  
o f  v a l p r o i c  a c i d - i n d u c e d  h e p a t i c  i n j u r y  (Zimmerman and 
I s h a k ,  1 9 8 2 ) .  I t  was s u p p o s e d  t o  be  t h e  2 - n - p r o p y 1 - 4 -  
p e n t e n o i c  a c i d ,  a t o x i c  m e t a b o l i t e  o f  v a l p r o i c  a c i d ,  
i n v o l v e d  h e p a t o t o x i c i t y .

E x t e n s i v e  s t r u c t u r a l  a n t i c o n v u l s a n t  a c t i v i t y  
r e l a t i o n s h i p s  o f  v a l p r o i c  a c i d  have  be en  r e p o r t e d  ( A b b o t t  
and Acheampong,  1 9 8 7 ) ,  i t  was d e m o n s t r a t e d  t h a t  
a n t i c o n v u l s a n t  a c t i v i t y  c o r r e l a t e d  w i t h  l i p o p h i l i c i t y  and 
pKa o f  t h e  a c i d .  The c a r b o x y l i c  a c i d  c o n t a i n i n g  e i g h t  
c a r b o n  a t o m s ,  2 - p r o p y l p e n t a n o i c  a c i d ,  p o s s e s s e d  h i g h  
p o t e n c y  w i t h  t h e  l o w e s t  s i d e  e f f e c t s .  However ,  i n c r e a s i n g
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t h e  number  o f  c a r b o n  a t oms  m i g h t  r a i s e  t h e  p o t e n c y  w i t h  
i n c r e a s i n g  t h e  s i d e  e f f e c t s .  On t h e  o t h e r  h a nd ,  d e c r e m e n t  
o f  t h e  number  o f  c a r b o n  a t om s  r e s u l t e d  i n  c o n s i d e r a b l y  
l o w e r  a c t i v i t y .  The pKa v a l u e  m i g h t  r e f l e c t  d i f f e r e n t  
b i n d i n g  c h a r a c t e r i s t i c s  a t  an a c t i v e  s i t e  o r  i n v o l v e d  t h e  
e n t r y  o f  d r u g  i n t o  t h e  c e n t r a l  n e r v o u s  s y s t e m .

S t r u c t u r a l  M o d i f i c a t i o n s  o f  V a l p r o i c  a c i d

V a l p r o i c  a c i d  i s  a good l e a d  compound f o r  
s t r u c t u r e - a c t i v i t y  r e l a t i o n s h i p  s t u d i e s  b e c a u s e  o f  i t s  
u n i q u e  c h e m i c a l  s t r u c t u r e  a s  compar ed  t o  c o n v e n t i o n a l  
a n t i e p i l e p t i c  d r u g s .  I t  i s  s t r u c t u r a l l y  r e l a t e d  t o  GABA. 
S t r u c t u r a l  m o d i f i c a t i o n s  o f  v a l p r o i c  a c i d  a r e  g e n e r a l l y  
d i v i d e d  i n t o  two s e r i e s  ะ m o d i f i c a t i o n  o f  a l k y l  s i d e  c h a i n  
m o i e t y  and c a r b o x y l  m o i e t y .

Numerous  d e r i v a t i v e s  o f  v a l p r o i c  a c i d ,  m o d i f i e d  on 
a l k y l  s i d e  c h a i n s ,  have  be en  t e s t e d  f o r  a n t i c o n v u l s a n t  
a c t i o n  ( C a r r a z  e t  a l . ,  1965;  B e n o i t - G u y o t  e t  a l . ,  1973;  
L o s c h e r  and  Nau,  1984 ,  A b b o t t  and Acheampong,  1 9 8 7 ) .  
Among t h e  c l o s e  a n a l o g u e s  o f  v a l p r o i c  a c i d  w i t h  b r a n c h i n g  
i n  t h e  2 - p o s i t i o n ,  compounds  i n  wh i ch  one o r  b o t h  s i d e  
c h a i n s  w e re  s h o r t e r  c ompar ed  t o  v a l p r o i c  a c i d ,  s u c h  a s  2 -  
e t h y l p e n t a n o i c  a c i d ,  2 - e t h y l h e x a n o i c  a c i d ,  we re  
c o n s i d e r a b l y  l e s s  a c t i v e  t h a n  v a l p r o i c  a c i d .  E l o n g a t i o n  
o f  one  s i d e  c h a i n  r e s u l t e d  i n  no i n c r e a s e  o f
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a n t i c o n v u l s a n t  p o t e n c y  c o m p a r e d  t o  v a l p r o i c  a c i d  a s  s h o w n  
b y  2 - p r o p y l  h e x a n o i c  a c i d .

On t h e  o t h e r  h a n d ,  e l o n g a t i o n  o f  t h e  b o t h  s i d e -  
c h a i n s  i n c r e a s e d  a n t i c o n v u l s a n t  a c t i v i t y  p r o g r e s s i v e l y  a s  
s h o w n  b y  2 - b u t y l h e x a n o i c  a c i d .

a t  C2 
T h u s , 
p o t e n t

H o w e v e r ,  a d d i t i o n a l  b r a n c h i n g  w i t h  m e t h y l  
c o n s i d e r a b l y  e n h a n c e d  t h e  a n t i c o n v u l s a n t  a c t  
2 - e t h y l - 2 - m e t h y l p e n t a n o i c  a c i d  w a s  10 t i m e s  
t h a n  2 - e t h y l p e n t a n o i c  a c i d .

g r o u p  
i v i t y . 

m o r e

A c o n s i d e  
p o t e n c y  c o u l d  b e  
T h u s ,  3 - p r o p y l h e x a n  
t h a n  2 - p r o p y l h e x a n o

r a b l y  e n h a n c e m e n t  o f  a n t i c o n v u l s a n t  
r e a c h e d  b y  b r a n c h i n g  i n  p o s i t i o n  3 .  

o i c  a c i d  w a s  a b o u t  4 t i m e s  m ore  p o t e n t  
i c  a c i d  and v a l p r o i c  a c i d .

C y c l i c  a n a l o g u e s  o f  v a l p r o i c  a c i d ,  i . e .  
c y c l o p e n t a n o i c  a c i d ,  c y c l o h e x a n o i c  a c i d ,  w e r e  a l s o  
i n a c t i v e .

H o w e v e r ,  a d d i t i o n  o f  m e t h y l  g r o u p  i n  p o s i t i o n  1 a t  
t h e  r i n g  i . e .  1 - m e t h y l - l - c y c l o h e x a n o i c  a c i d ,  r e s u l t e d  i n  a 
p r o n o u n c e d  e n h a n c e m e n t  o f  a n t i c o n v u l s a n t  a c t i v i t y  ( L o s c h e r
and N a u , 1 9 8 4  ) .
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B r a n a  e t  a l . ,  ( 1 9 8 3 )  s t u d i e d  on a n t i c o n v u l s a n t  
a c t i v i t y  o f  v a l p r o i c  a c i d  r i g i d  h om ol ogue s  and some of  
t hem we re  shown a s  f o l l o w i n g .

COOH

XXXI

COOH

XXXII

COOH
COOH

C2H5

COOH

XXXIII XXXIV XXXV

T h i s  s t u d y  showed t h a t  ( + ) - ( E ) - 2 , 3 - d i e t h y l  
c y c l o p r o p a n e c a r b o x y l i c  a c i d  (XXX) and d i c y c l o p r o p y l a c e t i c  
a c i d  (XXXII)  we re  a s  a c t i v e  a s  v a l p r o i c  a c i d .

M o d i f i c a t i o n s  o f  c a r b o x y l  m o i e t y  o f  v a l p r o i c  a c i d  
have  b e e n  i n v e s t i g a t e d .  B e n o i t - G u y o t  e t  a l .  ( 1 9 7 1 )  
s t u d i e d  v a r i o u s  a m i d e s  and e s t e r s  o f  v a l p r o i c  a c i d .  No 
a t t r a c t i v e  a n t i c o n v u l s a n t  a g e n t s  were  r e p o r t e d .
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L a t e r ,  d e r i v a t i v e s  o f  2 - p r o p y l  p e n t y l a m i n e  have  
b e e n  s t u d i e d  on a n t i c o n v u l s a n t  a c t i v i t y .  N e v e r t h e l e s s ,  
no compounds  showed s i g n i f i c a n t  a n t i c o n v u l s a n t  a c t i o n .

I n  1983 ,  K r a u s  d e s i g n e d  some new v a l p r o i c  a c i d  
a n a l o g u e s  b a s e d  on t h e  b i o i s o s t e r i c  c o n c e p t .  The 
a b s e r v a t i o n  showed b i o - e q u i v a l e n c e s  b e t w e e n  t h e  5 -  
s u b s t i t u t e d  t e t r a z o l e s  and t h e  c a r b o x y l  g r o u p  on one h a n d ,  
and b e t w e e n  t h e  h e t e r o c y c l e  3 , 5 - d i o x o  1 , 2 , 4 - o x a d i a z o l i d i n e  
and t h e  c a r b o x y l  g r o u p  on t h e  o t h e r  h and .

Two c omp ound s ,  N-2 ( 4 - h e p t y l )  3 , 5 - d i o x o  1 , 2 , 4  
o x a d i a z o l i d i n e  (XXXVI) and ( 4 - h e p t y l ) - 5 - t e t r a z o l e  (XXXVII) 
we re  s y n t h e s i z e d  and t e s t e d  i n  v i t r o  i n h i b i t i n g  p r o p e r t i e s  
t o w a r d s  t h e  enzyme SSA-DH.

°3H7 \ c HCH— N 3
^ า '  \ ------NH c3h.o

XXXVI

/ CH /

XXXVII

NH

N

«
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The r e s u l t s  r e v e a l e d  t h a t  N-2 ( 4 - h e p t y l )  3 
1 , 2 , 4 - o x a d i a z o l i d i n e  was t h e  mos t  p o t e n t  i n h i b i t o r  
v a l p r o i c  a c i d  and i t s  t e t r a z o l e  a n a l o g u e  a p p e a r e d  
e q u i p o t e n t  SSA-DH i n h i b i t o r s .

5 - d i o x o  
w h i l e  

t o  be

R e c e n t  s t u d y  r e p o  
a s  p r o d r u g s  o f  v a l p r o i c  
u s i n g  t h e  a c e t a l  a s  a f un  
d e m o n s t r a t e d  t h a t  a c e  
m e t a b o l i c a l l y  c o n v e r t e d  
t o  t h e  a n t i c o n v u l s a n t ,  va

r t e d  o f  2 - p r o p y l p e n t a n a l  a c e t a l s  
a c i d ,  V i c c h i o  and C o l l e r y  ( 1 9 8 9 )  
c t i o n a l  g r o u p  i n  p r o d r u g  d e s i g n ,  
t a l s  o f  2 - p r o p y l p e n t a n a l  a r e  
t h r o u g h  an a l d e h y d e  i n t e r m e d i a t e  
l p r o i c  a c i d .

ท o n น -, 1 ก ถ า ง  ส ก า น * น า * ' « ท ท ก า ;  

% TTา ล ง ก  1  f u  ม ห  T, ผ า
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I .  S y n t h e s i s  o f  p o t e n t i a l  p r o d r u g s  o f  v a l p r o i c  a c i d

Seve ra l  t ypes  of b i o r e v e r s i b l e  d e r i v a t i v e s  have 
been e xp l o i t e d  f o r  u t i l i z a t i o n  in prodrug d e s i g n s .  Here,  
t h r e e  prodrug forms were syn t hes i zed .

1. E s t e r
2. Amide
3. N-Mannich base 

S y n t h e s i s  o f  e s t e r s

E s t e r s  a re  u s u a l l y  prepared by the  r e a c t i o n  of 
a l co h o l  wi th  ac id  or ac id  d e r i v a t i v e s .  The most common 
methods are  d es c r i b e d  as fo l lowing .

A. React ion of a c i d s  and a l coho l s

R - C - OH + R' - OH R - c - OR' + H20

A c a r b o x y l i c  a c id  i s  conver ted d i r e c t l y  i n t o  an 
e s t e r  when heated wi th  an a lcohol  in the  presence  of a 
l i t t l e  minera l  a c i d ,  u s u a l l y  concen t ra ted  s u l f u r i c  ac id .  
This  r e a c t i o n  i s  r e v e r s i b l e  and g e n e r a l l y  reaches  
e q u i l i b r i u m  when t h e r e  a re  app rec i ab le  q u a n t i t i e s  of both 
r e a c t a n t s  and p ro d u c t s  p r e se n t .  However, t h i s  
d i s advan tage  can be overcomed by removing one of the
p roduc t s  o f f .
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B. R e a c t i o n  o f  a c i d  c h l o r i d e s  o r  a n h y d r i d e s  w i t h
( J

a l c o h o l s .

gII
R -  c  -  Cl  + R'  -  OH

0
R -  c -  OR' + HC1

0
R -  c

\ 0 + R'
R z

\\0

-  OH R - C - O R ' + R -  COH

A c i d  c h l o r i d e s  t y p i c a l l y  u n d e r g o  n u c l e o p h i l i c  
s u b s t i t i o n .  E s t e r s  a r e  u s u a l l y  p r e p a r e d  f rom a c i d  
c h l o r i d e  r a t h e r  t h a n  f rom t h e  a c i d  i t s e l f .  The r e a c t i o n  
i s  i r r e v e r s i b l e  and g o e s  t o  c o m p l e t i o n .  On t h e  o t h e r  
h an d ,  p r e p a r a t i o n s  o f  e s t e r s  f rom a c i d  a n h y d r i d e s  u n d e r g o  
t h e  same r e a c t i o n  a s  a c i d  c h l o r i d e s  b u t  a l i t t l e  more  
s l o w l y  and o b t a i n  d i f f e r e n t  b y - p r o d u c t s .

c .  T r a n s e s t e r i f i c a t i o n  ( E s t e r  I n t e r c h a n g e )

H +
RCOOCH3 + C2H50H —  'RCOOC2H5 + CH30H

When t h e  m e t h y l  e s t e r  o f  an a c i d  i s  r e f l u x e d  w i t h  
e x c e s s  e t h a n o l  c o n t a i n i n g  a few p e r c e n t  o f  s u l f u r i c  a c i d ,  
i t  i s  c o n v e r t e d  i n t o  e t h y l e s t e r .  Rapid  i n t e r c h a n g e  o f
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• a l k y l  g r o u p s  can  be  b r o u g h t  a b o u t  w i t h  a c a t a l y t i c  amount  
o f  s o d i u m  a l k o x i d e .  Sodium b o r o h y d r i d e  a l s o  c a t a l y s e s  
t r a n s e s t e r i f i c a t i o n  ( F i e s e r  and F i e s e r ,  1 9 6 1 ) .

D. R e a c t i o n  o f  a l k y l h a l i d e  and t h e  s a l t  o f  an a c i d .

0 0 
CH3I + AgOC -  CH3 --------- » Agi + CH3 - c - 0CH3

E s t e r s  may a l s o  be  made by u s i n g  a l k y l  h a l i d e  and  
t h e  s i l v e r  s a l t  o f  c a r b o x y l i c  a c i d .  The r e a c t i o n  p r o c e e d s  
t h r o u g h  s i m p l e  m e t a t h e s i s  i n v o l v i n g  f i s s i o n  o f  t h e  O-Ag  
b o n d .  H o we v e r ,  t h i s  method h a s  t h e  o b j e c t i o n  o f  b e i n g  
e x p e n s i v e  ( F i e s e r  and F i e s e r ,  1 9 6 1 ) .

E. R e a c t i o n  o f  an a l c o h o l  w i t h  amide

ch3conh2 + c 2H50H = ^  ch3co2c2h5 + nh3

T h i s  r e a c t i o n  i s  r e v e r s i b l e ,  i t  i s  c a r r i e d  t o  
c o m p l e t i o n  by  t h e  u s e  o f  an a c i d  t o  t a k e  up t h e  ammonia  
( W e r t h e i m ,  1951  ) .

Above  t h e  f i v e  s y n t h e t i c  a p p r o a c h s ,  t h e  r e a c t i o n  
o f  a c i d  c h l o r i d e  and a l c o h o l  s eemed  t o  be  t h e  m o s t  
p r e f e r a b l e  i n  t h e  p r e p a r a t i o n  o f  t a r g e t  e s t e r .
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S y n t h e s i s  o f  a m i d e s

The c a r b o x y l i c  a c i d  d e r i v a t i v e s ,  a m i d e s ,  a r e  
f o r me d  by s e v e r a l  d i s t i n c t  m e t h o d s .  F o l l o w i n g  a r e  some  
w e l l  known m e t h o d s  f o r  p r e p a r a t i o n  o f  a m i d e - t y p e  
compounds  .

1 .  H e a t i n g  t h e  ammonium s a l t  o f  a c a r b o x y l i c  a c i d

0 1 0 0 -2 0 0°  0 
CH3 -  c  -  0NH4 *------------- •  H20 + CH3 -  c  -  NH2

T h i s  met h od  i s  u s e f u l  i n  p r e p a r i n g  l a r g e - s c a l e  
a m i d e s .  I t  i s  s u p p o s e d  t h a t  ammonium s a l t  b r e a k s  down on 
h e a t i n g  t o  g i v e  f r e e  ammonia and a c i d .  Then ,  t h e  a c i d  i s  
a t t a c k e d  by  t h e  n u c l e o p h i l i c  ammonia t o  g i v e  ami de  and  
H9O. ( W e r t h e i m ,  1 9 5 1 ) .

2 .  H y d r o l y s i s  o f  n i t r i l e s

0
CH3 -  CN + H20 ----- ~CH3 -  c  -  nh2

The h y d r o l y s i s  o f  n i t r i l e s  t o  g i v e  a m i d e s ,  
f r e q u e n t l y ,  may be a c c o m p l i s h e d  by t h e  u s e  o f  a s o l u t i o n  
o f  h y d r o g e n  p e r o x i d e  and so d i um h y d r o x i d e  or  w i t h
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c o n c e n t r a t e d  s u l f u r i c  a c i d  ( W e r t h e i m ,  1 95 1 ;  T u r n e r  and 
H a r r i s ,  1 9 5 2 ) .

3 .  R e a c t i o n  o f  a c i d  c h l o r i d e s ,  a c i d  a n h y d r i d e s  or  
e s t e r s  w i t h  a m i n e s

RC0C1 + NH3 -------  rconh2

rco- o- cor'+  nh3 —— -  rconh2

RCOOR + NH3 — — *» rconh2

The t y p i c a l  met hod  f o r  p r e p a r a t i o n  o f  a m i d e s  i s  
t h e  r e a c t i o n  o f  a c i d  c h l o r i d e s  and a m i n e s .  A l t h o u g h  t h e  
t r e a t m e n t  o f  a c i d  a n h y d r i d e s  w i t h  a m i n e s  p o s s e s s  t h e  same  
manner  r e a c t i o n ,  h a l f  o f  a c y l  i s  l o s t  a s  t h e  a c i d .  E s t e r s  
s e l d o m  c o n s t i t u t e  c o n v e n i e n t  s o u r c e  o f  a m i d e ,  t h e  
s t r u c t u r a l  f a c t o r s  w h i c h  i n f l u e n c e  f o r m a t i o n  a r e  s i m i l a r  
t o  t h o s e  o p e r a t i n g  i n  t h e  h y d r o l y s i s  o f  e s t e r s .  For  
e x a m p l e ,  e t h y l t r i c h l o r o a c e t a t e  r e a c t s  r a p i d l y  w i t h  a q u e o u s  
ammonia w h i l s t  e t h y l t r i m e t h y 1 a c e t a t e  h a r d l y  r e a c t s  a t  a l l  
( T u r n e r  and H a r r i s ,  1 9 5 2 ) .

4 .  M i s c e l l a n e o u s

S e v e r a l  m e t h o d s  f o r  p r e p a r i n g  a m i d e - t y p e  compounds  
h a v e  b e e n  i n v e s t i g a t e d .  In g e n e r a l ,  t h e  s p e c i a l  r e a g e n t s  
w er e  u s e d  t o  a c c o m p l i s h e d  t h e  r e a c t i o n .  For  e x a m p l e ,  
a m i n o l y s i s  o f  e s t e r s  r e q u i r e s  h i g h  t e m p e r a t u r e  and l o n g  
r e a c t i o n  t i m e s ,  when u s i n g  d i m e t h y l a l u m i n i u m  a mi d e  a s  a
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s o u r c e  o f  a m i d e ,  t h e  r e a c t i o n  p r o c e e d s  t o  c o m p l e t i o n  w i t h  
m i l d  c o n d i t i o n  i n  a s h o r t  r e a c t i o n  t i m e  ( B u s h a ,  e t  a l .  
1 9 7 7 )  .

CH oC1ท
(CHo)oAlNR-, Ro + R-COO-Rg -----► 0 RC0NR1R2

2 5 - 4 1

C o l l u m ,  Ch e n ,  and Ganem ( 1 9 7 8 )  u s i n g  
c a t e c h o l b o r a n e  a s  e s s e n t i a l  c a r b o n y l - a c t i v a t e d  m o i e t y  f o r  
t h e  s y n t h e s i s  o f  a m i d e s .

And i n  1 9 9 0 ,  H o s s a i n  and B o r t h a k u r  p r e p a r e d  some  
a m i d e s  f rom c a r b o x y l i c  a c i d s  and a m i n e s  by h e a t i n g  t h e  
a c i d  w i t h  a m i x t u r e  o f  an ami ne  and 0 , 0 - d i e t h y l  
d i t h i o p h o s p h o r i c  a c i d  (DDTPA) i n  b o i l y  t o l u e n e  i n  t h e  
p r e s e n t  o f  p h a s e  t r a n s f e r  c a t a l y s t .

DDTPA, PTC II
RC00H + RXR 2 NH — ---------►  R-C-NR1R2

T o lu e n e ,  A

S y n t h e s i s  o f  N - Ma n n i c h  b a s e

The Ma nni ch  r e a c t i o n  c o n s i s t s  i n  t h e  c o n d e n s a t i o n  
o f  ammonia o r  a p r i m a r y  o r  s e c o n d a r y  a m i n e ,  u s u a l l y  a s  t h e  
h y d r o c h l o r i d e ,  w i t h  f o r m a l d e h y d e  and a compound c o n t a i n i n g  
a t  l e a s t  o ne  h y d r o g e n  atom o f  p r o n o u n c e d  r e a c t i v i t y .  The  
e s s e n t i a l  f e a t u r e  o f  t h e  r e a c t i o n  i s  t h e  r e p l a c e m e n t  o f  
t h e  a c t i v e  h y d r o g e n  a tom by an a m i n o m e t h y l  or  s u b s t i t u t e d  
a m i n o m e t h y l  g r o u p .  The compounds  c o n t a i n i n g  a c t i v e



28

h y d r o g e n  atom may b e  k e t o n e s ,  a l d e h y d e s ,  a c i d s , e s t e r s ,
a m i d e s ,  a c e t y l e n e s , p h e n o l s , e t c .  F o r m a l d e h y d e  i s u s e d  i n
t h e  f orm o f a 20-40% a q u e o u s  s o l u t i o n or  a s
p a r a f o r m a l d e h y d e , h o w e v e r , a l d e h y d e s  o t h e r t h an
f o r m a l d e h y d e  may be  u s e d i n  c e r t a i n  c o n d e n s â t i o n s  o f
Ma n ni ch  t y p e .

H
-Ç-H + RCHO + HNR2 --------*■  -C-C-NR2 + H20

R

s y n t h e s i  
Mann i c h  
Manni ch  
p r o d r u g  
v a r i o u s  
The p r o c

S e v e r a l  
ร h a v e  be  

r e a c t i o n  
b a s e s  h 
cand  i d a t  
a m i d e s , 

e s s  can  b

a p p l i c a t i  
en summer  

i s  a l s o  
a v e  b e e n  
e s  f o r  
i m i d e s ,  c 
e c o n s i d e

o ns  o f  t h e  Manni ch  r e a c t i o n  i n  
i z e d  ( B l i c k e ,  1 9 4 2 ) .  N o w a d a y s ,  

u s e f u l  t o  p r o d r u g  d e s i g n .  N-  
p r o p o s e d  a s  p o t e n t i a l l y  u s e f u l  
NH- a c i d i c  compounds  s u c h  a s  
a r b o n a t e s  and u r e a  d e r i v a t i v e s ,  
red  a s  f o l l o w i n g .

R-CONH2 + CH20 + RXR2NH = = ะ: R-CONH-CH2-NR1R2 + แ20

K i n e t i c  s t u d i e s  o f  d e c o m p o s i t i o n  o f  N- Ma nn i c h  b a s e  
i n d i c a t e d  t h a t  t h e  brea kd own  o f  t h e  N- Manni ch  b a s e s  d o e s  
n o t  r e l y  on e n z y m a t i c  c a t a l y s i s  b u t  a p p a r e n t l y  o c c u r s
s p o n t a n e o u s  d e c o m p o s i t i o n .
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In t h e  p r e p a r a t i o n  o f  Manni ch  p r o d u c t s ,  when 
a q u e o u s  f o r m a l d e h y d e  i s  u s e d ,  t h e  c o n d e n s a t i o n  i s  
o r d i n a r i l y  c a r r i e d  o u t  by s h a k i n g  or  s t i r r i n g  t h e  
r e a c t a n t s  i n  t h e  a b s e n c e  o f  an o r g a n i c  s o l v e n t ;  when 
p a r a f o r m a l d e h y d e  i s  u s e d  an o r g a n i c  s o l v e n t  i s  r e q u i r e d .  
Ho we ve r ,  i n  many c a s e s  a b s o l u t e  e t h a n o l  or  m e t h a n o l  were  
added  a s  t h e  s o l v e n t .  The c o n d e n s a t i o n s  p r o c e e d  much 
f a s t e r  i n  t h e  h i g h e r - b o i l i n g  s o l v e n t ,  and t h e  f o r m a t i o n  o f  
c e r t a i n  by p r o d u c t s  i s  a v o i d e d ,  b u t  t h e  d i s a d v a n t a g e  o f  
u s i n g  h i g h e r - b o i l i n g  s o l v e n t  i s  s u b j e c t  t o  s i d e  r e a c t i o n s  
a s s o c i a t e d  w i t h  i n s t a b i l i t y  o f  some p r o d u c t s  a t  t h e  h i g h e r  
t e m p e r a t u r e .  The u s e  o f  a q u e o u s  s o l u t i o n  f o r m a l d e h y d e  or  
a s  p a r a f o r m a l d e h y d e  d e p e n d s  on n a t u r e  o f  r e a c t a n t s .  In  
some c a s e s ,  i t  i s  n e c e s s a r y  t o  add e n o u g h  c o n c e n t r a t e d  
h y d r o c h l o r i c  a c i d  t o  t h e  m i x t u r e  ( V i d a  and H o o k e r ,  1 9 7 3 ) .  
The t i m e  r e q u i r e d  f o r  a Manni ch  r e a c t i o n  d e p e n d s  upon t h e  
n a t u r e  o f  t h e  r e a c t a n t s  and upon t h e  b o i l i n g  p o i n t  o f  t h e  
s o l v e n t  e m p l o y e d .  I t  i s  common p r a c t i c e  t o  u s e  1 . 0  m o l a r  
e q u i v a l e n t  o f  t h e  c a r b o n y l  compound,  1 . 0  -  1 . 1  m o l a r  
e q u i v a l e n t s  o f  t h e  amine  s a l t ,  and 1 . 5  -  2 . 0  m o l a r  
e q u i v a l e n t s  o f  f o r m a l d e h y d e .

I I .  S y n t h e s i s  o f  M o n o u r e i d e  A n a l o g u e s

T h r e e  f o r m s  o f  m o n o u r e i d e  a n a l o g u e s  ( N ( 2 -  
p r o p y l p e n t a n o y 1 ) g u a n i d i n e ,  N( 2 - p r o p y I p e n t a n o y 1 ) t h i o u r e a  
and N ( 2 - p r o p y l p e n t a n o y 1 ) u r e a )  w er e  a t t e m p t e d  t o  
s y n t h e s i z e .  The p o s s i b l e  s y n t h e t i c  a p p r o a c h  we r e  
d e s c r i b e d  a s  f o l l o w i n g .
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1.  A c y l a t i o n

0 X 0 X
R - C - C l  + H2 N -C -N H 2 ------ - R-C-NH-CNH2 + HCl

0 0  X O X  0
R - C - O - C - R  + H2 N -C -N H 2 ------►  R -C-NH-C-NH2 + R-COH

X = 0 ,  ร ,  -NH

T h i s  r e a c t i o n  i s  t h e  mo s t  common met h od  f o r  
s y n t h e s i s  o f  a c y l u r e a s .  The r e a c t i o n  was c a r r i e d  o u t  by  
h e a t i n g  t h e  a p p r o p r i a t e  a c i d  c h l o r i d e  or  a c i d  a n h y d r i d e  
w i t h  u r e a ,  e i t h e r  a l o n e  or  i n  a n o n - p o l a r  s o l v e n t  s u c h  a s  
b e n z e n e  ( S p i n k s  and Wa r in g ,  1 9 6 3 ) .  A c e t y l a t i o n  o f  
t h i o u r e a  i s  more e a s i l y  t h a n  t h a t  o f  u r e a  ( C o n n o r ,  1 9 5 8 ) .  
In a d d i t i o n ,  t h i o u r e a  r e a c t e d  w i t h  a c y l  h a l i d e ,  
S - a c y l a t i o n  may o c c u r  f i r s t  and upon h e a t i n g ,  or  s o m e t i m e s  
m e r e l y  upon s t a n d i n g  a t  room t e m p e r a t u r e ,  t h e  a c y l  g r o u p  
t r a n s f e r e d  t o  n i t r o g e n  ( D i x o n  and T a y l o r ,  1 9 2 0 ) .  
A c e t y l a t i o n  o f  g u a n i d i n e  s a l t s  may r e s u l t  i n  m o no - ,  d i - ,  
and t r i -  a c e t y l  g u a n i d i n e  d e p e n d i n g  on t h e  r e a c t i o n  
c o n d i t i o n s  u s e d  and t h e  method o f  w o r k i n g  up.  A l t h o u g h ,  
r e l a t i v e l y  m i l d  c o n d i t i o n s  y i e l d e d  d i a c e t y l  g u a n i d i n e ,  
w h i l e  t r e a t m e n t  w i t h  e x c e s s  a c e t i c  a n h y d r i d e  a t  r e f l u x  
t e m p e r a t u r e s  g a v e  2 , 4 - d i a c e t a m i d o - 6 - m e t h y 1 - 1 , 3 , 5 - t r i a z i n e
( XXXVI I I )  ( C o c k b u r n  and B a n n a r d ,  1 9 5 7 ) .
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NHCOc h ,

XXXVIII

G r e e n h a l g h  and  
s u c c e s s f u l  p r e p a r a t i o n  
d e a c e t y l a t i o n  o f  a - d i -  or  
e t h a n o l .

Bannard ( 1 9 5 9 )  r 
o f  m o n o a c e t y l  gu 

t r i a c e t y l  g u a n i d i n e

e p o r t e d  o f  
a n i d i n e  by  
i n  a b s o l u t e

2 . R e p l a c e m e n t o f  E s t e r s . b y  A p p r o p r i a t e N u c l e o p h i l e s

R-C-OR'  + Nu -  H „ _______T- R-C-Nu + HOR'

T h i s  r e a c t i o n  i n v o l v e s  
e s t e r s  w i t h  n u c l e o p h i l e s .  The  
n a t u r e  o f  e s t e r s  and n u c l e o p h i  
a p p r o p r i a t e  s o l v e n t  a c c e l e r  
H o we v e r ,  t h e  r e a c t i o n  t i m e s  
c a s e s  w h e r e  t h e  r e a c t i o n  i s  s i  
t h e  r e a c t i o n  r a t e  (Bream e t  a l  
p o s s e s s  l ow n u c l e o p h i l i c i t y

c o n d e n s a t i o n  
e a s e  o f  r e a c  

l i c i t y  o f  nuc  
a t e s  t h e  r 
v a r y  c o n s i d e  
ow, h e a t i n g  d 

1 9 7 5 ) .  Ur 
i n  c o n t r a s t

o f  a p p r o p r i a t e  
t i o n  d e p e n d s  on 
l e o p h i l e s ,  t h e  
e a c t i o n  r a t e ,  
r a b l y ,  i n  t h e  
i d  n o t  i n c r e a s e  
e a  and t h i o u r e a  

t o  g u a n i d i n e ,
t h e r e f o r e , t h i s  r e a c t i o n  i s  more s u i t a b l e in  t h e
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p r e p a r a t i o n  o f  a c y l g u a n i d i n e  t h a n  t h a t  o f  a c y l u r e a  and  
a c y l t h i o u r e a . The s u c c e s s f u l  p r e p a r a t i o n  a c y l g u a n i d i n e  by  
t h i s  me t h o d  w e r e  r e p o r t e d  ( B u r t n e r ,  1 9 5 6 ;  Bream e t  a l . ,  
1 9 7 5 )  .

3 .  P r e p a r a t i o n  v i a  Cya na mi de  I n t e r m e d i a t e

R-NH-C=N
H2 0

0 ร  บ\\ H
r - h-n - c - n h 2

R NH-
NH

H2 S R-NH-C-NH-R'

R-H N-C-NH2

Cy a n a mi d e  h a s  t h e  s t r u c t u r e  o f  c a r b a r m i c  a c i d  
n i t r i l e .  I t  u n d e r g o e s  s m o ot h  a d d i t i o n  o f  w a t e r  t o  f orm  
u r e a  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  a c i d  or  a l k a l i n e .  S i m i l a r  
r e a c t i o n  w i t h  h y d r o g e n  s u l f i d e  g i v e s  t h i o u r e a  and r e a c t i o n  
o f  c y a n a m i d e  w i t h  ammonia g i v e  g u a n i d i n e  ( T u r n e r  and  
H a r r i s , 1 9 5 2 ) .

4 .  R e a c t i o n  o f  I s o t h i o c y a n a t e s  w i t h  Ami nes

๐ 1 jj* p '
RNCS + HN^ ------

NR" x R"

T h i s  r e a c t i o n  i s  u s e f u l  i n  t h e  p r e p a r a t i o n  o f  
s u b s t i t u t e d  t h i o u r e a .  The r e a c t i o n s  o f  a m i n e s  or  ammonia
w i t h i s o t h i o c y a n a t e s  r e s u l t  i n  s u b s t i t u t e d t h i o u r e a
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(Mohsen e t  a l . ,  1 9 8 4 ) .  G e n e r a l l y ,  t h e r e  a r e  s e v e r a l  
m e t h o d s  f o r  s y n t h e s i z i n g  i s o t h i o c y a n a t e  d e r i v a t i v e s .  
F o l l o w i n g  a r e  t h e  s y n t h e t i c  method  o f  i s o t h i o c y a n a t e s

4 . 1  R e a c t i o n  o f  a l k y l h a l i d e s  and m e t a l  t h i o c y a n a t e s

A l t h o u g h  t h i s  r e a c t i o n  i s  o ne  o f  t h e  o l d e s t  
m e t h o d s  o f  p r e p a r i n g  i s o t h i o c y a n a t e s ,  i t  c a n n o t  be  
p r e d i c t e d  a p r i o r  w h e t h e r  t h e  r e a c t i o n  o f  an a l k y l  h a l i d e  
w i t h  p o t a s s i u m  o r  ammonium s a l t  o f  t h i o c y a n i c  a c i d  w i l l  
r e s u l t  i n  t h e  f o r m a t i o n  o f  a n o r ma l  t h i o c y a n a t e  or  t h e  
c o r r e s p o n d i n g  i s o t h i o c y a n a t e . F r e q u e n t l y ,  t h e  
e x p e r i m e n t a l  c o n d i t i o n s  e m p l o y e d  d e t e r m i n e  w h i c h  i s o m e r  
w i l l  be  f o r med  and m i x t u r e s  o f  b o t h  i s o m e r s  o f t e n  r e s u l t  
( B a c a n , 1 9 6 1 ) .

4 . 2  R e a c t i o n s  o f ' p r i m a r y  ami ne  w i t h  t h i o p h o s g e n e

RNH2 + CSC12 ---------* [RNHCC1] + HCl
RNCS + HCl

The r e a c t i o n  o f  t h i o p h o s g e n e  w i t h  p r i m a r y  a m i n e s  
p r o c e e d s  s m o o t h l y  i n  m o s t  c a s e s .  The r e a c t i o n  c a r r i e s  on 
v i a  t h e  t h i o c a r b a m y l  c h l o r i d e ,  w h i c h  e l i m i n a t e s  h y d r o g e n  
c h l o r i d e  t o  f o rm t h e  i s o t h i o c y a n a t e .  P r e p a r a t i o n s  o f  some  
i s o t h i o c y a n a t e  d e r i v a t i v e s  we r e  a c c o m p l i s h e d  by t h e  t h i s  
met hod  ( H a u g w i t z  e t  a l . ,  1 98 2 ;  Br ewe r  e t  a l . ,  1 9 8 7 ) .
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4 . 3  P r e p a r a t i o n  o f  a c y l i s o t h i o c y a n a t e s
l

A c y l i s o t h i o c y a n a t e s  p o s s e s s  much h i g h e r
r e a c t i v i t i e s  t h a n  do t h e  i s o t h i o c y a n a t e s  t h e m s e l v e s  and 
a r e  u s u a l l y  p r e p a r e d  from a c i d  c h l o r i d e s  and m e t a l  s a l t s
o f  i s o t h i o c y a n i c  a c i d  ( A s s o n g ,  1 9 6 1 ) .
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