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Témén keksinnén kohteena on menetelméd terapeuttisesti kéytettdvén 3-fluori-

D-alaniinin tai sen deuteroanalogin valmistamiseksi, joilla yhdisteilld on kaava

R, R
12 1

F-C - C-COOH

jossa R1 , R2 ja R3 merkitsevidt vetyd tai deuteriumia. 3-fluori-D-alaniini ja sen
deutero-analogit ovat tehokkaita bakteereja hdvittévid aineita ja ne ovat arvok-
kaita estettdesséd sekd gram-positiivisten ettd gram-—negatiivisten patogeenisten

bakteerien kasvua.
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Keksinndn mukaiselle menetelmélle on tunnusomaista, etté

a) kaavan I mukaisen 3-fluori-DL-alaniinin tai sen deuteroanalogin ja
optisesti aktiivisen emdksen suolojen seos alistetaan Jjakokiteytykseen, jotta
saadaan 3-fluori-D-alaniinin suola kéytdnndllisesti katsoen puhtaassa muodossa,,
ja ettd suolaa késitellddn vahvalla hapolla kaavan I mukaisen yhdisteen vapaut-
tamiseksi suolastaan, tai

b) keavan I mukaisen 3-fluori-DL-alaniinin tai sen deuteroanalogin ja
optisesti sktiivisen hapon suolojen seos alistetaan Jjakokiteytykseen, jotta saadaan
3-fluori-D-alaniinin suola kéyt&nndllisesti katsoen puhtaassa muodossa, ja ettd
suolaa késitelldén vahvalla emékselld kaavan I mukaisen yhdisteen vapauttamiseksi
suolastaan, tai

c) kaavan I mukaisen 3-fluori-DL-alaniinin tai sen deuteroanalogin amino-
suojatun johdannaisen ja optisesti aktiivisen hapon suolojen seos alistetaan
jekokiteytykseen, jotta saadasan vasteava aminosuojattu 3-fluori-D-alaniinisuola
kdyténndllisesti katsoen puhtaassa muodossa, ettd saatua suolas kdsitellddn vah-
valla hapolla kaavan I mukaisen yhdisteen aminosuojatun johdannaisen vapauttami-
seksi suolastaan, Jja ettd aminoryhmi lohkaistaan lopuksi pois,
tai

d) 3-fluori-D-salaniinista tai sen deuteroanalogin aminosuojatusta johdan=
naisesta, jonka kaava on

B
F-C - C-COCH

| 1

R3 NHRh

jossa R1, R2 Jja R3 merkitsevét samasa kuin edelld, ja Rh on karbobentsoksi, bentso—‘
y¥li, klooriasetyyli tai mentoksiasetyyli, lohkaistaan suo jarymi R4 hydraamalla
tai hydrolysoimalla pois, tai

e) 3-fluori-D-alaniinista tai sen deutercanalogin aminosuojatusta johdane~

naisesta, Jjonka kaava on

B B
F-C - C-COOH

! ?

R R

3 TRsRg

Jossa R_, R, ja R, merkitsevéit samaa kuin edelld, ja joko R_ on vety Jja R, on
17 72 3 6

5
karbobentsoksi, bentsyyli, «-metyylibentsyyli tai of~karboksibentsyyli, tai

Rs Jja Rg ovat kumpikin bentsyyli, lohkaistaan suojarymi Rg katalyyttisesti
hydraamalla pois, tai

f) 3-fluori-D-alaniinista tai sen deutercanalogin karboksyylisuojatusta

johdannaisesta, jonka kaava on
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R B
R-C - C-COR

! ] 7

R3 NH2

jossa R1, R2 ja R, merkitsevdt samaa kuin edelld, ja RT on esteri—, amidi- tai

3
syanoryhmé, lohkaistaan suojaryhmid R7 hydrolysoimalla pois.

Karboksyyli-suojatut ryhmét ovat tavallisesti amideja ja substituoituja
amideja, esteri-substituentteja, esim. alkyyliestereitd, kuten metyyli-, etyyli-
ja t-butyyli-estereité, aryyliestereitd, aralkyyli-estereité, kuten bentsyyli-
esteri, p-nitrobentsyyliesteri ja sen kaltaiset.

Amino-suojatut ryhmét, joita tavallisesti kdytet#dn, ovat asyyli-tyyppisid
substituentteja, kuten formyyli, asetyyli, bentsoyyli, ftaloyyli, trifluoriase-
tyyli, 1-metoksiasetyyli, tolueenisulfonyyli, dibentsyylifosforyyli, 2-nitrobent-
seenisulfonyyli, trityylisulfenyyli, o-nitrofenoksiasetyyli ja sen kaltaisia,
tai uretaani-suojaavia substituentteja, kuten bentsyylioksikarbonyyli(karbobentok-
si) metyylioksikarbonyyli, etyylioksikarbonyyli, p-metoksikarbobentsoksi, p-nitro-
karbobentsoksi, t-butyylioksikarbonyyli, t-smyylioksikarbonyyli, adamantyylioksi-
karbonyyli, 2-(p-bifenylyyli)-2-propyylioksikarbonyyli, isonikotinyylioksikarbo-
nyyli, di-isopropyylimetyylioksikarbonyyli je sen kaltaiset, tai alkyyli- tai
aralkyyli-tyyppisii substituentteja, kuten bentsyyli, dibentsyyli, ~(-fenyyli-
etyyli (otmetyylibentsyyli), trifenyylimetyyli, trialkyylisilyyli, trimetyyli-
silyyli ja sen kaltaiset.

Kun 3-fluori-D-alaniini-yhdisteet valmistetaan hajottamalla 3-fluori-DL-
alaniinin johdannainen (ei suola) optisesti aktiivisen ryhmén, kuten t-mentoksi-
asetyylin kanssa, tai asymmetrisen synteesin avulla, esim. antamalla fluoriaset-
aldehydin reagoida optisesti aktiivisen amiinin, kuten D-et-metyylibentsyyliamiinin,
R(D)-fenyyliglysiinin, 1-amino-(8)-2-/(R)-1-hydroksietyyli7-indoliinin ja sen
kaltaisten kanssa, tai antamalla amino-suojatun ol-amino-B-fluoriakryylihapon,
kuten o-bentsamido3-fluoriskryylihapon reagoida vedyn tai deuteriumin kanssa
asymmetrisen katalyytin lédsndollessa, tai kun 3-fluori-D-alaniini-yhdisteitd
valmistetaan 2-(atsidokarbonyyli- tai amino-karbonyyli)-3-fluoripropioniesterin
tai -nitriilin asymmetrisen uudelleenryhmittymisen avulla, tai valmistamalla
N-asyyli-3-fluori-D-alaniinista L-isomeerin selektiivisen entsymaattisen dease-
tyloimisen avulla, saadaan mahdollisesti 3-fluori-D-alaniini amino-suojattu
ja/tai karboksyyli-suojattu johdannainen, esim. N-1-metoksiasetyyli-3-fluori-D-
alaniini, N-(D-o-metyylibentsyyli)-3-fluori~-D-alaniini, N-(D-x-karboksibentsyyli)-
3-fluori-D-alaniini, N-bentsyyli-3-fluori-D-alaniini, N-karbonyyli-3-fluori-D-
alaniini-metyyliesteri, N-etoksikarbonyyli-3-fluori-D-alaniini, N-klooriasetyyli-

3-fluori-D-alaniini ja sen kaltaiset.
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Valmistettaessa 3-fluori-D-aleniini~yhdisteitéd hajottamalla optisesti
aktiivisen emdksen ja 3-fluori-DL-alaniinin aminosuojatun johdannaisen suoloja
saadaan lopullisesti (happameksi tekemisen jédlkeen) 3-fluori-D-alaniinin vastaava
amino-suojattu johdannainen, kuten N-karbobentsoksi-3-fluori-D-alaniini, N,N-di-
bentsyyli-3-fluori-D-alaniini ja sen kaltaiset.

Valmistettaessa 3-fluori-D-alaniini-yhdisteit# hajottamalla optisesti
aktiivisen hapon ja 3-fluori-DL-alaniinin karboksyyli-suojatun johdannaisen suo-
loja saadaan lopullisesti 3-fluori-D-alaniinin vastaava karboksyyli-suojattu
Jjohdannainen, kuten (sen jidlkeen kun on hajotettu k&ytt&méllé viinihappoa,
kamfori-10-rikkihappoa, dibentsoyyli-d-viinihappos ja sen kaltaisis hajotus-
aineena) 3-fluori-D-alaniinin bentsyyliesteri, D-2-amino-3-fluori-propioninitriili,
D-2-amino-3-fluoripropioniamidi ja sen kaltaiset.

Némé suojatut johdannaiset voidesan kaikki muuttasa vapaasksi 3-fluori-D-ala-—
niini-yhdisteeksi antamalla reagoida lohkaisuaineen kanssa. Esim. seuraavissa
amino-suojatuissa johdannaisissa, jotka on lueteltu edelld: N-1-mentoksi-asetyyli,
N-bentsoyyli, N-karbonyyli, N-etoksikarbonyyli ja N-klooriasetyyli, on tavalli-
sesti edullista k#ytt&a lohkaisusineena hapanta hydrolysoimisainetta, kuten vesi-
pitoista kloorivetyhappoa, vesipitoista bromivetyhappos ja sen kaltaisia; emdéksi-
set hydrolysoimisaineet ovat tavallisesti ei-haluttuja, koska ne voivat reagoida
3-fluori-substituentin kanssa.

Muiden jo mainittujen amino-suojattujen johdannaisten, nimittdin N-(D-x-
metyylibentsyyli)-, N-(D-okkarboksibentsyyli)-, N-karbobentsoksi- ja N,N-dibent-
syyli-johdannaisten yhteydessé on edulliste kéyttdd lohkaisuaineena hydrausainetta,
kuten vetyd, palladiumhiilikatalysaattorin tai palladiumhydroksidihiili-kataly-
saattorin lésnédollessa, Hydraus suoritetaan tavallisesti silloin, kun kysymyksessi
on suhteellisen helposti lohkeavat ryhmét, kuten karbobentsoksiryhmé, suunnilleen
ilmakehén paineessa, ja kun kysymyksessé on véhemm#n helposti lohkeavat ryhmét,
kuten N,N-dibentsyyli, N-(D-oémetyylibentsyyli), N-(D-~karboksibentsyyli) ja sen
kaltaiset, jopa 2,8 kg/cm2 ylipaineessa kéytettédessd palladiumhydroksidi-kataly-
saattoria Jja jopa TO kg/cm2 ylipaineessa kaytettéesséd palladiumhiili-katalysaat-
toria.

Edelld esitettyjen karboksyyli-suojattujen johdannaisten, kuten esim. bent-
syyliesterin ja D-2-amino-3-fluori-propionamidin (Jja nitriilin) yhteydessé on
edullista k8yttdd lohkaisuaineena vesipitoista hapanta hydrolysoimisainetta,

kuten vesipitoista kloorivetyhappoa ja sen kaltaista.
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Esillé oleva keksintd kdsittéd myds 3-fluori-DL-alaniinin, sen deutero-
analogien ja amino-suojattujen johdannaisten hajottamisen kdyttémdlla optisesti
sktiivisia emdksii, kuten D+L-o-fenetyyliamiinia, kiniinid, brusiinia, kinidiinié,
kinkoniinia, L-lysiini&, kinkonidiinid, strykniinid, morfiinia, l-mentyyliamiinia,
L-arginiinia, d-2-amino-1-hydroksihydrindeenid, efedriinid, abietyyliamiinia,
amfetamiinia, D+L-treo-1-p-nitrofenyyli-2-amino-1,3-propaanidiolia, D+L-treo-
1-fenyyli-2-amino-1,3-propaanidiolia, D+L-N-dimetyyli-o-fenetyyliamiinia, de-
hydroabietyyliamiinia, D+L-1~(1-naftyyli)etyyliamiinia,
D+L-1-(2-naftyyli)-etyyliamiinia, D+L-tyrosiinihydratsidia, D+L-&-fen-
kyyliamiinia, D+L-treo-2,2-dimetyyli-b-fenyyli-5-amino-1,3-diocksaania, optisesti
ektiivisia emdksisid polymeereja, kuten dimetyyli-(1-fenetyyli)-polystyreeni-
divinyylibentseeni-kvaterndfristd ammoniumyhdistettd, semoin kuin 3-fluori-DL-
alaniinin, sen deuteroanalogien ja sen karboksyyli-suojattujen johdannaisten
hajottamisen kdyttémdlld optisesti aktiivisia happoja, kuten d+l-kamfori-10-
sulfonihappoa, 3-bromikamfori-8-sulfonihappoa, D+L-viinihappoa, D+L-kamfori-
10-sulfonihappoa, 3-bromikamfori-8-sulfonihappoa, D+L-dibentsoyyli-viinihéppoa,
D+L-ditoluoyyli-viinihappoa, D+L-tartraniliinihappoe, D+L-N-(1-fenetyyli)meripihke-
amiinihappoa, D+L-N-(1-fenyylietyyli)ftalamiinihappoa, N-asetyylialaniinia, N-
asetyyli-leusiinia, pyroglutamiinihappoa, glutamiinihappoa, 1-metoksietikkahappoa,
mantelihappoa, maliinihappoa, L-N-asetyylidibromityrosiinia, D+L-N-asetyyli-o&~
metyyli-3,4-dimetoksifenyylialaniinia, D+L-N-asetyyli-ot-metyyli-3,k-metyleenidi-
oksifenyylialaniinia ja sen kaltaisia.

Raseeminen yhdiste 3-fluori-D,L-alaniini on tunnettu yhdiste, jota ovat
kuvenneet Lettre et al, aikakauslehdesséd Ann. Chem. 708, 75-85 (1967). Optisia
isomeerejd ei kuitenkaan ole ennen tdt#é keksint®d selostettu eikd rasemaatin anti-
bakteriaalista aktiviteettia ole tutkittu.

Ylldttéen huomattiin, ettd vain spesifisissd, in vitro suoritetuissa anti-
bakteriaalisissa koestusmenetelmisséd todettiin 3-fluori-D-alaniinin ehkdisyvai-
kutus. T&lldin oli mahdollista osoittaa, ettéd optisten isomeerien antibakteriaa-
linen aktiviteetti on in vitro samanvertainen. Ja kuitenkin in vivo-olosuhteissa
isomeerit eroavat huomattavasti, D-isomeeri s#ilyttdd antibskteriaaliset ominai-
suutensa ja suojaa tartunnan saaneen eldimen, kun taas L-isomeeriltd ndyttéad
puuttuvan kyky suojata baekteeri-infektion saasneita eldimid ja on todella kuolet-

tava sellaisille eldimille kéytettynd vain kohtuullisen suuruisina annoksina.
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Témén keksinndn mukaisesti valmistetut uudet yhdisteet ja niiden suolat
ovat antibakteriaalisia aineita, jotka ovat kéyttdkelpoisia ehkdistéessd pato-
geenisten bakteerien kasvua, jotka ovat sekdé gram-positiivista ettd gram-negatii-
vista sukua, kuten esim, Streptococcus, Escherichia, Staphylococcus, Salmonella,
Pseudomonas, Diplococcus, Klebsiella, Proteus, Mycobacterium, Vibrio, Pasteurella
Ja Serratia, samoin kuin niiden antibiooteille vastustuskykyiset lajit. Tyypilli-
sid sellaisia patogeenejé ovat Escherichia coli, Salmonella schottmuelleri,
Proteus vulgaris, Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus
Ja Streptococcus pyogenes. N&itd uusia yhdisteitd ja niiden suoloja voidaan kayt-
té8 antiseptisina aineina poistamaan epdilyttévét organismit farmaseuttisista,
hemmasléékérin ja lédkérin vélineistd ja niitd voidaan mydskin kéyttéd muille
aloilla, jotka joutuvat alttiiksi tdllaisen organismin tartunnalle.

Uudet D-isomeerit ja niiden suolat ovat mydskin arvokkaita hoidettaessa
edelld mainittujen organismien aiheuttamia sairauksia ihmisilld ja eldimilld ja
niitd voidaan antaa monenlaisine terapeuttisina annoksina tavanomaisissa kantaja-
aineissa, esimerkiksi antamalla niitd oraalisesti kapselin tai tabletin muodossa
tai nesteeseen liuotettuna tai suspendoituna. Sopivat reseptimuodot késittavit
laimennusaineita, rakeistusaineita, sdildnt&aineita, sideaineita, makuaineita ja
pédllystysaineita, jotke ovat té#mé#n alan ammattimiesten hyvin tuntemia, ja tuot-
teiden annostusta voidaan vaihdella laajasti, jolloin yldérajan midrdd tartunnan
aiheuttavan organismin autoantagonistinen kynnys 3-fluori-D-alaniinin suhteen
silld alueella, joka joutuu odotetun antibakteriaalisen valittdmén vaikutuksen
kohteeksi. Annokset saattavat olla esimerkiksi noin 250 mg - noin 500 mg aktii-
vista aineosaa 2-4 kertaa pdivdssd kysymyksen ollessa TO kilon painoisesta aikui-
sesta ihmisestd. Annettaessa kasvun sallivaa terapiaa ruokintaryhmén kasvaville
elédimille tulee niiden saada noin 100 g/tonni t&ysravintoa. Vaihtoehtoisesti voi-
daan niitd antaa parenteraalisesti ruiskuttamalla indifferentisséd kantoaineessa.

Edelliseen viitatun, in vitro suoritetun antibakteriaalisen kokeen ainut-
laatuisuuden aiheuttaa 3-fluori-D-alaniinin se epdtavallinen ominaisuus, ettd se
on autoantagonistinen suurissa konsentraatioissa, Tém#n vuoksi antibakteriaalisissa
standardiseuloissa, jotka ovat tarkoitetut ottamean talteen suuruusluokaltaan
hyvin alhaiset aktiviteetit ja sellaisissa tapauksissa, joissa kdytetddn suhteel-
lisen suuria koeyhdisteen konsentraatioita, saatetaan menettéi 3-fluori-D-alanii-

nin aktiviteetti.
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Tamé autoantagonistinen ominaisuus el véhennd sen hy&dyllisyyttid, koska
se ilmenee ainoastaan esimerkiksi in vivo suoritetuissa kokeissa kaytettdessa
annoksia, jotka ovat suurempia kuin noin 10 kertaa keskimédrdinen tehokas paran-
tava ainemddri,

Kun 3-fluori-L-alaniini metabolisoituu nopeasti ja tdydellisesti myrkylli-
sine seurauksineen, niin tapshtuu 3-fluori-D-alaniinille in vivo paljon hitasmpi
degradaatio. Mahdollinen vaikuttava tekijd on D-aminohappo-oksidaasientsyymi,
jota on runsaasti ihmisissd ja rotissa, mutta paljon véhemméssid m@8rin hiirissd
ja erdissd kasvia sydvissé kotieldimissi. Kuitenkaan ei metabolismin nopeus,
koska se voi vaikuttaa veressd oleviin terapeuttisen aineen m8driin, eikd témén
metabolismin sivutuotteet vaikuta yhdisteen kdytt&mist& vastaan annosméérén
ollessa sellainen kuin mitéd ihmisille tai eldimille on tarkoitettu.

Liséksi on huomattu, ettd deutero-muodot ovat huomattavasti vdhemmé&n herk-
kié D-aminohappo-oksidaasin vaikutukselle ja silti séilyttévét léhtdyhdisteen
antibakteriaaslisen tehon. T&11ldin in vivo-aktiviteetti suurenee ja s8ilyy.

3-fluori-D-alaniinin teho verrattuna muihin antibiootteihin késiteltéessé
tartunnan saaneita hiirii.

Naaraspuolisiin C.D. 1 hiiriin, joiden keskim#iéréinen paino oli 21,0 g,
ruiskutettiin intraperitonesalisesti 0,5 ml sopivasti laimennettua 16 tunnin
lihaliemiviljelmdd, joka sis#lsi kysymyksessé olevia patogeenejd. (Infektiouhan
voimakkuutta edustea kussakin tapauksessa lihaliemiviljelyn laimennuksen kerran-
nainen, joka on kuolettava vain 50 %:1le késittelemittdmistd koe—eldimistéd, mikd
tarkoittaa LDSO—annosta). Terapeuttia annettiin nopeasti 0,5 mm:n tilavuusmééré
jollakin seuraavalla tavalla: joko subkutaanisesti selk#pintaan (S.C.), intra-
peritoneaalisesti (I.P.) tai letkuruokinnan avulla (oraalisesti, P.0.). Kysymyk-
sen ollessa hiiristd, joille oli aiheutettu tartunta Streptococcus- tai Diplococcus-
organismeilla, annettiin liséksi toinen annos terapeuttia 6 tuntia tartunnan
jélkeen. Ndiden kokeiden tuloksen on ilmaistu tilastollisesti interpoloituna
annoksena, joka tarvitaan suojaamaen 50 % tartunnan saanneista koe-eldimistd
7 péivén ajan tartunnan ja kdsittelyn jédlkeen, (kuolemiset késittelyn puutteel-
lisuuden ja ei-lddkittyjen vertailueldimien osalta tapahtuivat kaikissa tapauk-
sissa ensimméisten 3 pdivén aikana). Vertailussa kéytettyjen yhdisteiden lyhen-
nykset ovat seuraavat:

3FDA = 3-fluori-D-alaniini

CYC = D-sykloseriniini
TET = tetrasykliini
CIM = kloramfenikoli.
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Organismi Terapeuttinen teho (EDSO) mg
Antotapa 3FDA CYCLO TET CLM
Escherichia coli 2017 I.P. 0,331 - 0,008 0,0k0
7-10 LDSQ s.C. 0,361 2,50 0,0L4 0,52
P.O, 0,377 2,36 0,600 0,446

Klebsiella pneumoniae "B" S.C. 0,162 0,332 0,190 0,340
10-30 LDg P.O. 0,109 1,51 1,L2 0,440
Pseudomonas aeruginosa s.C. 0,897 —— 2,k 7,66
2616
Streptococcus pyogenes Ss.Cc. (x2) 0,023 1,25 0,02 0,71
3009 :

9 LDSO
Staphylococcus aureus S.cC. 0,538 0,726 0,046 1,5
2949

3 LD50
Diplococcus pneumoniae S.C. (x2) 0,10k >10 0,084 1,780
I-37

17LDSO

Salmonella schottmuelleri P.O. 0,294 2,5 1,217 0,440
3010

14 LD50

Huomattava ylivoimaisuus tehossa kdsiteltiessd erilasisia bakteeri-infekti-
oita saavutetaan 3-fluori-D-alaniinilla, Erityisesti suoritettaessa késittely
oraalisesti 3-fluori-D-alaniini tuottaa tehoasteen, joka on semanvertainen kéy-
tettyjen antibioottien kloramfenikolin ja tetrasykliinin tehon kanssa tai ylittad
sen.

3-fluori-L-alaniinin (3~FLS) ja 3-fluori-D-alaniinin (3FDA) varmuuden ja

hoidon tehon vertailu hiirilléa

Ryhmid, jotka kdsittévét 5 naaraspuolista C.D.1hiirtd, joiden keskimdérdinen
paino oli 21 g, kéytettiin joko ei tartunnan saaneins koe-eldimind tai antibak-
teriaalisen terapian kohteina, joille annettiin intraperitoneaalisena ruiskeena
0,5 m1 Escherichia coli 2017:n laimennettus lihaliemiviljelmid, mikd edustase
7 LDSO bakteeripatogeenejé. Terapeuttia annettiin ilmoitettuina annoksina 0,5 ml:n

tilavuus oraslisesti kussakin tapauksesss,
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Eloonjééneiden eldinten %:maéréd

Annos mg Ei tartuntaa saaneet vertailuhiiret Tartunnan saaneet hiiret
3-FLA 3-FDA 3-FLA 3-FDA

0 100 100 0 0

0,078 - - 0 0

0,312 100 100 0 20

1,250 100 100 0 100

5 0 100 0 80
20 - 100 - -
4o - 100 - -

Hiirien sietokyky 3-FDA:n suhteen ylittd# sietokyvyn 3-FLA:n suhteen aina-
kin kertoimella 10. Sietomaksimiannoksen alapuolella 3-FLA on ilman terapeuttista
vaikutusta. Sitdvastoin 3-FDA:n kohtuulliset annokset olivat téysin suojaavia,
suuremmat méirat osoittavet in vivo, samoin kuin ne osoittavat in vitro, autoanta-
gonismin ilmenemisen.

3-FDA:n je 3-FLA:n konsentraatiogradienttien vaikutus bakteerien kasvuun,

miké ilmentdd autoantagonismia

Petrimaljassa olevan 2 mm paksun ravintoagarkerroksen péddlle levitettiin
10h organismeja/cm2 Escherichia coli 2017~viljelméd ja sen jélkeen sen pédlle
asetettiin paperikiekot, joiden halkaisija oli 7 mm ja jotka kantoivat ilmoitetut
médrat 3-FDA tai 3-FLA, Sen jélkeen kun oli suoritettu 16 tuntia kestévé haudonta
37°C:ssa, mitattiin ympyrénmuotoiset vyShykkeet, jotka olivat vapaat kiekkoja
ympérdivasts bakteerikasvusta. On ainutlaatuista, ettéd tapauksessa, jossa kédytet-
tiin 3-FDA, ja t&118inkin vain suurilla léikeainem&#drilld havaittiin paperikiek-
koon liittyvd kasvurengas, jota seurasi bakteerivapaan agarin rengas. Sisempi
kasvuvy8hyke, tdsméllisesti sanoen diffundoituvan lédékkeen aikaansaamassa konsent-
raatiogradientin korkean konsentraation alueessa, on esitetty autoantagonismin

vydhykkeeni.
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Kiekkojen ympérilléd olevien vyShykkeiden halkaisija, mm

Mééré kiekolla 3-FLA 3-FDA
ng ehkéisy athan§a— ehk&isy athan?a—
gonismi gonismi

25 2L 0 30 0
50 28 0 33 11

100 32 0 35 13

200 34 0 38 15

Loo 37 0 419 17

Seuraavat esimerkit kuvaavat keksinnén mukaiste menetelméd.
Esimerkki 1

Liuockseen, jossa on 20 g 3~fluori-DL-alaniinia 200 ml:ssa vettd ja 56 ml:ssa
2,5-n natriumhydroksidiliuosta, lis#téén viitend eré&nd 15 minuutin vélein 62,0 g
karbobentsoksikloridis samalle voimakkasasti sekoittaen jea jéd&hauteella jé&hdyttéen.
Sekoittamista ja jédhdyttémistd jatketaan vield 3 tuntia. Reaktion aikana pH
yllapidetdén arvossa 10-11 lisé&mdlld 2,5-n natriumhydroksidin vesiliuosta.
Reaktioseos uutetaan etyyliasetaatilla ja uute hyldtédén. Vesipitoinen faasi sdé-
detéén pH-arvoon 2 laimealla kloorivetyhapon vesiliuoksella ja saatu liuos uute-
taan useita kertoja etyyliasetaatilla, Etyyliasetasttiuutteet kuivataan vedet-
tméllé magnesiumsulfaatilla ja haihdutetaan kuiviin. J&&nnSs kiteytetéén
400 ml:sta kosteata hiilitetrakloridia ja kuivataan, jolloin saadaan noin 33 g
N-karbobentsoksi-3-fluori-DL-alaniinia.

Seos, jossa on 22,3 g L-tyrosiinihydratsidia ja 24,1 g N-karbobentsoksi-
3-fluori-DL-alaniinia, liuotetaan samalla kuumentaen etanolin 50-% vesiliuokseen
ja liuos haihdutetaan kuiviin véhennetyssé paineessa, jolloin saadaan diastereo-
isomeeristen L-tyrosiinihydratsidi-suolojen seos, joka sen jélkeen erotetaan jako-
kiteyttémélld etanolista.

L-tyrosiinihydratsidi-N-karbobentsoksi-3-fluori-D-alaniinisuola suspensoi-
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dasn laimeaan kloorivetyhappoon ja suspensio uutetaan useita kertoja etyyliase-
taatilla. Etyyliasetaatti haihdutetaan, jolloin saadaan N-karbobentsoksi-3-fluori-
D-alaniini.

doin 1 g N-karbobentsoksi-3-fluori-D-alaniinia liuotetaan 50 ml:aan metanolia
Ja saadun liuoksen annetaan reagoida vedyn kanssa ilmakehén paineessa kun lidsnd on
1 g5 %:sta palladiumia hiilikatalyytilld. Katalyytti erotetman suodattamalla
ja metanoli haihdutetaan suodoksesta tyhjdssé. Jdlelle jéddnyt aine kiteytetdédn
vedestd, jolloin saadaan olennaisesti puhdas 3-fluori-D-alaniini.

Esimerkki 2

Nopeestli sekoitettuun liuckseen, jossa on 20,4 g 3-fluori-DL-aleniinia
200 ml:ssa vettd ja 56 ml:ssa natriumhydroksidin 2,5N vesiliuosta, lisitdédn pisa-
roittain 28,0 g vasemmalle kiertdvdsd mentoksiasetyylikloridia. Lisatéidn vield li-
séd natriumhydroksidin 2,5N vesiliuosta pH:n ylldpitdmiseksi alueella 10-11. Sit-
ten reaktioliuos kasdetaan hitaasti kloorivetyhapon laimeaan vesiliuokseen, joka
sisdltéd jédtd. Saostunut aine otetaan talteen suodattamalla ja siten saadut seka-
diastereo-isomeerit erotetaan jakokiteyttémilld vesipitoisesta etanolista.

Siten saatua N-l-mentoksiasetyyli-~3-fluori-D-alaniini-stereoisomeeria kuu-
mennetaan paluujééhdyttéen kloorivetyhapon 6N vesiliuoksessa, joka sisdltdd pienen
middridn etanolia liuostarkoitusta varten. Sen jdlkeen kun on kuumennettu paluujddh-
dyttéen 18 tuntia liuos haihdutetaan osittain ja uutetaan kahdesti eetterilli.
Vesipitoinen liuos haihdutetaan sitten kuiviin ylimédrd@isen kloorivetyhapon pois-
tamiseksi. Jilelle jddnyt 3-fluori-D-alaniini-hydrokloridi liuotetaan mahdollisim-
men pieneen midrddn vettd ja pH saatetaan arvoon 4,8 lisddmidlli ammoniumhydroksi-
din vikevid vesiliuosta. Ssatu seos jédhdytetddn 0°C:seen ja optisesti puhdas
3-fluori-D-alaniini otetaan talteen suodattamalla.

Vaihtoehtoisesti 3-fluori-D-alaniini-hydrokloridi liuotetsaan veteen ja liuos
johdetaan voimskkaan happaman kationinvaihtohartsin (H'-vaihe) ldvitse. Kolonni
pestdén vedelld kloridi-ionien poistamiseksi; kolonni eluoidaan ammoniumhydroksi-
din laimealla vesiliuoksella ja eluaatti haihdutetaan, jolloin 3-fluori-D-alaniini
saostuu ja se poistetaan suodattamalla ja kuivataen,

Esimerkki 3

Suspensio, jossa on 20,7 g 3-fluori-DL-alaniinia 200 ml:ssa bentsyylialkoho-
lia kuumennetasn 100°C:seen samalla kun kuiven kloorivedyn annetaan kuplia seoksen
livitse. Reaktioseosta pidetdén 100°C:ssa siihen saakka kunnes saadasn kirkas
liuos. Sitten bentsyylialkoholi haihdutetaan pois vihennetyssi paineessa ja jilelle
Jédnyt 61jy liuotetaan 50 ml:aan vettd ja lisdtddn 200 ml metyleenikloridia. Lis&-

tddn kiinted natriumkarbonastti samalla sekoittaen kunnes kuohuminen padttyy.
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Metyleenikloridikerros erotetaan ja pestddn vedelld. Metyleenikloridikerros
haihdutetaan sitten tyhjdssid, jolloin saadaan 3-fluori-DL-alaniini bentsyyliesteri
viskoosisena 81ljyné.

Noin 10 g 3-fluori~DL-alaniinin bentsyyliesterid, joka edelld on valmis-
tettu, ja 9,0 g dibentsoyyli-D-viinihappoa yhdistetdén 100 ml:ssa etanolia ja seos-
ta ldmmitetddn lievdsti liuoksen saamiseksi. Sitten liuos haihdutetaan kuiviin.
Jélelle jd&nyt aine liuotetaan mahdollisimman pieneen midridn kuumaa etanolia ja
seka-diastereo-isomeerit erotetaan jakokiteyttdmilli.

Siten saatu 3-fluori-D-alaniinin bentsyyliesterin dibentsoyyli-D-viinihappo-
suola lisétéddn kloorivetyhapon laimeasen vesiliuokseen ja saatu seos uutetaan vii-
desti 25 ml:n erilléd metyleenikloridia, jolloin dibentsoyyli-d-viinihappo saadaan
uutetuksi hapon vesiliuoksesta, joka sisdltdd 3-fluori-D-alaniinihydrokloridin bent-
syyliesterin. Hapon vesiliuoste kuumennetaan sitten kiehumasn 5 tunnin ajaksi, jol-
loin bentsyyliesteri hydrolysoituu (hajoaa). Reaktioliuos jédhdytetisn ja sitten
uutetaan metyleenikloridilla. Vesiliuos haihdutetaen kuiviin, jolloin ylimé&rdinen
kloorivetyhappo poistuu. Jdlelle jddnyt 3-fluori-D-alaniini-hydrokloridi liuote-
taan mahdollisimman pieneen mé&réén vettd, pH saatetaan arvoon 4,8 lisd&milla
ammoniumhydroksidin vékevéd vesiliuosta ja sen jidlkeen saostunut 3-fluori-D-ala-
niini otetaan talteen suodattamalla.

Veihtoehtoisesti sen jdlkeen kun dibentsoyyli-D-viinihappo on uutettu 3-fluo-
ri-D-alaniinin bentsyyliesterin vesipitoinen hapan liuos hydratean kiiyttden 1,0 g
10 %:sta palladiumie hiilelld, jolloin saedean 3-fluori-D-alaniini-hydrokloridi,
joke muutetaan vapaaksi aminohapoksi 3-fluori-D-alaniiniksi k&sittelemillid smmo-
niumhydroksidin vékevélld vesiliuoksella edelld kuvatulla tavalla.

Esimerkki 4

Hoin 39,4 g dibentsyyliamiinia lisdtddn liuokseen, jossa n.l7,1 g 2-bromi-
3-fluoripropionihappoa 50 ml:ssa isopropanolia. Seoksen annetaan seistéd 25°C:ssa
5 tuntia ja sen jidlkeen kuumennetaan paluujédéhdyttden vield 3 tuntia. Isopropanoli
haihdutetaan tyhjéssd ja jdlelle jéineeseen aineeseen lisdtdidn 200 ml natriumkarbo-
naatin 10 %:sta vesiliuosta. Saatu vesiliuos uutetaan viidesti 100 ml:n erilléd
eetterid. Vesikerros tehd&in sitten happameksi etikkahapolla ja uutetaan kahdesti
SO ml:n erilld kloroformia. Kloroformi haihdutetaan tyhjdssd ja jdlelle jaidnyt aine
kiteytetddn sykloheksaanista N,N-dibentsyyli-3-fluori-DL-alaniinin saamiseksi.

doin 5,7 g N,N-dibentsyyli-3-fluori-DL-alaniinia ja 4,24 g D(-)-treo-1-p-
nitrofenyyli-2-aminopropaani-1,3-diolia yhdistet&&n 150 ml:ssa kuumaa etanolin

50 js:sta vesiliuosta diastereoisomeeristen suolojen seoksen muodostamiseksi. Jako-
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kiteyttdmdlld vesipitoisesta etanolista saadaan N,N-dibentsyyli-3-fluori~D-alanii-
nin D(-)-treo-l-p~nitrofenyyli-2-aminopropaani-1,3-dioli-suola. Suola puhdistetaan
kiteyttdmélld uudelleen etanolin 50 %:sesta vesiliuoksesta.

doin 2 g N,N-dibentsyyli;3—fluori-D—alaniinin D(-)-treo-1-p-nitrofenyyli-
2-amino-propaani-l,3-dioli-suolaa kédsitelldéin 10 ml:lla natriumkarbonaatin
10 %:sta vesiliuosta ja saostunut D(-)-treo-1-p-nitrofenyyli-2-amino-propaani-1,3-
dioli erotetaan suodattamalla. Suodos tehddén happameksi etikkahapolla ja N,H-di-
bentsyyli-3-fluori~D-alaniini uutetaan kloroformiin; haihdutettaessa kloroformi-
uute saadaan N,¥-dibentsyyli-3-fluori-D-alaniini.

Liuos, jossa on 1,0 g N,N~dibentsyyli-3-fluori-D-alaniinia 10 ml:ssa eta-
nolia ja 10 ml:ssa 6N kloorivetyhappoa, hydrataan paineessa 2,8 kg/cm2 kdyttien
1,0 g 10 %:sta pallediumia hiilelld. Kun vedyn absorboituminen on piittynyt suoda-
tetaan katalyytti ja suodos haihdutetaan kuiviin 3-fluori-D-alaniinin hydrokloridi-
suolan saamiseksi. Tdmid suola liuotetaan veteen ja vesiliuos johdetaan voimakkaasti
nappamen kationinvaihtohartsin (H+—vaihe) ldvitse. Kolonni pestddn vedelli kloridi-
ionien poistamiseksi ja kolonni elucidasn sitten ammoniumhydroksidin laimealla
vesiliuoksella. Saatu eluaatti haihdutetaen ammoniakin poistamiseksi ja saostunut
aine otetaan talteen ja kuivataan, jolloin saadaan 3-fluori-D-aleniini.

Esimerkki 5

Liuokseen, jossa on 2 g 3-fluori-DL-alaniinia 20 ml:ssa vettd ja 5,6 ml:ssa
natriumhydroksidin 2,5N vesiliuosta, lis&tdiin viidessi erdssi 15 minuutin vdliajoin
noin 6 g karbobentsoksikloridia samalla voimakkaasti sekoittaen ja jddhauteells Jddh-
dyttden. Oekoittamista ja jéd#hdytté&mistd jatketaan vield 3 tuntia. Reaktion aikana
pii-arvo yllépidetdén alueella 10-11 lisé&milld natriumhydroksidin 2,5N vesiliuos-
ta. Reaktioseos uutetaan etyyliasetastilla ja vesipitoinen faasi saatetaan pH-ar-
voon 2 kloorivetyhapon laimealla vesiliuoksella. Vesipitoinen hapan liuos uutetaan
sitten etyyliasetaatilla useita kertoja ja uutteet yhdistetdédn, kuivataan vedettd-
médllé magnesiumsulfaatilla je haihdutetaan kuiviin. Jdlelle jidnyt aine kiteyte-
téén 40 ml:sta kosteaa hiilitetrakloridia ja kuivataan, jolloin saadaan noin 3 g
H-karbobentsoksi-3-fluori~DL~alaniinia.

Liuokseen, jossa on 0,150 g N-karbobentsoksi-3-fluori-DL-alaniinia 5 ml:ssa
etyyliasetaattia, lisdtddn 0,094 g 11iéfenxylietyyliamiinia. Saatu seos haihdu-
tetaan kuiviin, jédlelle jéényt aine liuotetaan 1 ml:aan etyyliasetaattia ja saatu
seos jakokiteytetddn, jolloin saadaan N-karbobentsoksi-3-fluori-D-alaniinin
l-oﬁfenyylietyyliamiinisuola. Noin 0,100 g téti suolaa liuotetaan veteen, liuos
tehddén happameksi pH-arvoon 2, hapan liuos uutetaan etyyliasetaatilla ja etyyli-
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asetaattiliuos haihdutetaan kuiviin N-karbobentsoksi-3-fluori-D-alaniinin saami-
seksi.

Woin 0,255 g N-karbobentsoksi-3-fluori-D-alaniinia liuotetaan 10 ml:aan
metanolia je lisdtdén 0,3 g 5 %:sta palladiumia hiilelld. Vetykaasun annetaan kup-
lia seoksen ldvitse huoneen ldmpStilassa 12 tuntia. Katalyytti poistetaan suodat-
tamalla ja suodatettu liuos haihdutetaan kuiviin. Jilelle jiényt aine kiteyte-
tddn vesi-isopropanolista, jolloin saadaan 3-fluori-D-alaniini.

Esimerkki 6

Noin 12,4 g juuri valmistettua fluoriasetaldehydii tislataan hitaasti 24,3
g:aan D(+)-kmetyylibentsyyliamiinia, jota jhddhdytetddn jid-metanoli-hauteella.
Seokseen lisdtddn noin 50 g vedetdéntd kalsiumsulfaattia je saatua seosta sekoite-
taan yli ydn huoneen ldmpdtilassa. Lisdtddn noin 200 ml eetterii ja kalsiumsul-
faattia erotetaan suodattamalle. Sitten eetterisuodos haihdutetaan tyhjdssi, jdlel-
le jainyt N—(D11:metyylibentsyyli)115—fluori-asetaldimiini.liuotetaan vedettOmédn
etanoliin, etanolipitoinen liuos jd&dhdytetdén -10°C:seen je lisitdin noin 7,9 ml
vetysyanidia. Saatua seosta sekoitetaan huoneen ldmpdtilassa noin 16 tuntia ja
etanoli haihdutetaan tyhjossid 2—(D«igmetyylibentsyyliamino)-3-fluori-D-propionit-
riilin seamiseksi. Hoin 200 ml kylmi#i kloorivetyhapon vikevdd vesiliuosta lisa-
tddn jédhdytettyyn jddnndsnitriiliin, seosta sekoitetaan yli ydn huoneen lampdti-
lassa, sen jdlkeen kuumennetaan paluujéithdyttden 8 tuntia ja reaktioliuos haihdu-
tetaen kuiviin tyhjéssd, Ylimidrd kloorivetyhappoe poistetaan jilelle jéineestd ai-
neesta lisA&milld 100 ml t-butanolia ja haihduttamalla kuiviin, jolloin saadaan
Jd-(D-okmetyylibentsyyli)-3-fluori-D-alaniinin hydrokloridisuola. TAmi suola liuo-
tetaan absoluuttiseen etanoliin, liuos suodatetaan ja lisdtd&dn 16 ml propyleeniok-
sidia aminohapon vapauttamiseksi kloorivetysuolasta; seoksen snnetaan seistid huo-
neen lédmpOtilassa yli ydn reaktion saamiseksi tdydelliseksi, jolloin saadaan
w-(Dolmetyylibentsyyli)-3-fluori-D-alaniini, joka otetaan talteen suodattamallsa,
pestdén etanolilla ja kiteytetddn vesipitoisesta etanolista,

N-(Dwo&metyylibentsyyli)-3-fluori-D-alaniini liuotetaan etanoliin, joka
sisdltédi ekvivalenttisen mi&rdn vetykloridia, ja hydrataan paineessa 2,3 kg/cm2
kun 1&sné on 10 %:sta palladiumhydroksidia hiilelld, jolloin o{-metyylibentsyyli-
rynmd lohkeaa pois. Katalyytti suodatetaan ja suodos haihdutetasan kuiviin 3-fluo-
ri-D-alaniini-hydrokloridin saamiseksi. Jidlelle jddnyt hydrokloridisuola liuote-
taan mahdollisimman pieneen miaréién vettd ja pll saatetaan arvoon 4,8 ammoniumhydrok-
sidin vdkevélld vesiliuoksella. Saatu seos jadhdytetidén 0°C:seen Ja optisesti

puhdas 3-fluori-D-alaniini erotetaan siité suodattamalla.
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Vaihtoehtoisesti 3-fluori-D-alaniinin hydrokloridisuola liuotetaan veteen
ja johdetaan voimakkaasti happaman kationinvaihtohartsin (¥ -vaine) livitse. Ko-
lonni pestédn vedelld kloridi-ionien poistamiseksi ja kolonni eluoidsan ammonium-
hydroksidin laimealls vesiliuoksella. Haihdutettaessa eluaatti muodostuu sakka,
joka otetaan talteen suodattamalla ja kuivataan 3-fluori-D-slaniinin saamiseksi.

Esimerkki T

Kylmd liuos, jossa on 12,1 g D-olcmetyylibentsyyliasmiinia 100 ml;ssa etano-
lia, lis&tdin hitaasti liuokseen, jossa on 5,3 g fluoripalorypilehappoa 250 ml:ssa
etanolia, samalla kun saatua liuosta ylldpidetddn 0°C:ssa. Liuoksen annetaan limme-
té 25°C:seen ja pidetdédn tdssi lampdtilassa 1 tunti. Liuoksen, joka sisiltid
2-(Dobkmetyylibentsyyli-imino)-3-fluori-propioniheppoa, annetaan sen jilkeen
reagoida vedyn kanssa paineessa 2,8 kg/cm? kéyttéen 5,0 g 10 %:sta palladiumia
hiilelld, jolloin hydrausta jatketaan siihen saakka kunnes vedyn absorboituminen
pidttyy. Katalyytti poistetaan sucdattamalla ja suodos haihdutetaan puoleen tila-
vuuteen. Lisdtdédn noin 100 ml vettd vesipitoisen etanoliliuoksen muodostamiseksi,
joka sisdltdd N-(D-olmetyylibentsyyli)-3-fluori-D-alaniinin, ja metyylibentsyyli-
ryhmi hydratasn paineesss 2,8 kg/cm2 kédyttéden 5,0 g 10 %:sta palladiumhydroksidia
hiilelld. Xun vedyn absorboituminen on pddttynyt katalyytti poistetaan suodatta-
malla, suodos haihdutetean kuiviin tyhjéssi ja jdlelle jédnyt aine kiteytetddn
uudelleen 50 %:sta isopropancli-vedestd ja sen jilkeen vedestd, jolloin saadaan
olennaisesti puhdas 3-fluori-D-alaniini.

Esimerkki 8

Kylmi liuos, jossa on 12,1 g Dvkmetyylibentsyyliamiinia 100 ml:ssa etano-
lia, lisdtéén hitaasti liuokseen, jossa on 5,3 g fluoripalorypilehappoa 250 ml:ssa
etanolia, samalla kun sastua liuosta yllédpidetddn 0°C:sse. Liucksen annetaan ldm-
metd 25°C:seen Jja pidetéén tissd lampdtilassa 1 tunti. Liucksen, joka siséltii
2-(Dometyylibentsyyli-imino)-3-fluori-propionihappoa, annetaasn sen jilkeen
reagoida deuteriumin kanssa paineessa 2,8 kg/cm2 kdyttden 5,0 g 10 %:sta palla-
diumia hiilelld, jolloin hydrausta jatketasn siihen saakka kunnes deuteriumin
absorboituminen péddttyy. Katalyytti poistetaan suodattamalla ja suodos haihdute-
taen puoleen tilavuuteen. Lisitd#n noin 100 ml vettd vesipitoisen etanoliuoksen
muodostamiseksi, joke sis&ltdd N-(D-glcmetyylibentsyyli)-2-deutero-3-fluori-D-
alaniinin, ja metyylibentsyyliryhmé hydrataen hiilelld. Kun vedyn absorboituminen
on pddttynyt katalyytti poistetaan suodattamalla, suodos haihdutetaan kuiviin
tyhjosséd ja jdlelle jd#nyt aine kiteytetéidn uudelleen 50 %:sesta isopropanoli-
vedestd Ja sen Jjilkeen vedestd, jolloin saadaan olennaisesti puhdas 2-deutero-3-

fluori-D-alaniini.
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Esimerkki 9

Join 0,1 millimoolia asymmetristd difosfiini-rodium-katalyyttiid (valmistettu
siten kuin on kuvattu julkaisussa Chem. Comm 1971 s. 481) liuotetaan 50 ml:aan
bentseeni-etanolia (1:2), ja liuockseen lisdtidn 11,0 g oLrbentsamido—/ﬁ—fluori-
akryylihappoa., Seoksen ennetaan reagoida vedyn kanssa paineessa T kg/cm2 ja lampo-
tilassa 25°C. Reaktioliuos haihdutetaan kuiviin ja Jédlelle jadnyt aine liuotetasn
kloroformiin. Kloroformiuute pestéidn vedellid, kiisitellddn hiilelld, suodatetaan
Jja haihdutetaan kuiviin d-bentsoyyli-3-fluori-D-alaniinin saamiseksi. Lisit&in
kloorivetyhapon viikevidid vesiliuosta ja seosta kuumennetean paluujddhdyttden 8 tun-
tia, jolloin bentsoyyli-substituentti hydrolysoituu.

Saatu liuos haihdutetaan kuiviin ja jédlelle jiinyt aine liuotetaan mahdol-
lisimman pieneen midradn vettd. Vesiliuos séiddetdén pH-arvoon 4,8 ammoniumhydrok-
sidin vdkevdlld vesiliuoksella, jddhdytetddn ja saatu saostunut aine otetaan
talteen suodattamalla, jolloin saadaan raaska 3-fluori-D-alaniini, Jjoka sekoitetaan
5 tilavuuden kanssa vettd 25°C:ssa 2l tuntia. Suodatettaessa saadaan olennaisesti
puhdas 3-fluori-~D-alaniini.

Esimerkki 10

Woin 0,1 millimoolia asymmetristd difosfiini-rodium-kstalyyttii (valmistet-
tu siten kuin on kuvattu julkaisussa Chem. Comm 1971 s. 481) liuotetaan 50 ml:aan
bentseeni-etanolia (1:2), ja liuokseen lisétdén 11,0 g gk-bentsamido-ﬁ—fluori-
akryylihappoa., Seoksen annetaan reagoida deuteriumin kanssa paineessa T kg/cm2
ja lampdtilassa 25°C. Reaktioliuos haihdutetaan kuiviin Jja jélelle jéd&nyt aine liuo-
tetaan kloroformiin. Kloroformiuute pestddn vedelld, késitellddn hiilelld, suoda-
tetaan ja haihdutetaan kuiviin N-bentsoyyli-2,3-dideutero-3-fluori-D-alaniinin
saamiseksi. Lisdté#dn kloorivetyhapon vikevéd vesiliuosta ja seosta kuumennetaan
paluujddhdyttéden 8 tuntia, jolloin bentsoyyli-substituentti hydrolysoituu. Saatu
liuos haihdutetaan kuiviin ja jédlelle jé&nyt aine liucotetaan mahdollisimman pie-
neen midrdin vettd. Vesiliuos sdddetdén pH-arvoon 4,8 ammoniumhydroksidin vakeval-
1ld4 vesiliuoksella, jadhdytetéén ja saatu saostunut aine otetaan talteen suodatta-
malls, jolloin saadaan raaka 2,3-dideutero-3-fluori-D-alaniini, joka sekoitetaan
5 tilavuuden kanssa vettd 25°C:ssa 24 tuntia. Suodatettaessa saadaan olennaisesti
pundas 2,3-dideutero-3-fluori-D-alaniini,

Esimerkki 11

Noin 50 g dimetyylimetyleenimalonaattia (2-metoksikarbonyyliakryylihappo-

metyyliesteri) lisitddn 200 ml:aan vedetdntd fluorivetyd lampdtilassa alle -QOOC_

Fluorivety haihdutetaan ja lisaétéén 500 ml eetterid. Eetteriliuos pestddn jadvedel-
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14, kuivataan Ja suodatetaan. Suodos haihdutetaesn kuiviin ja jdlelle jadnyt O1jy
tislataan tynjossd, jolloin saadaan 3-fluorimetyylimalonihapon (metyyli-2-metoksi-
karbonyyli-3-fluoripropionaatti) olennaisesti puhdas dimetyyliesteri.

Tarkalleen 16,4 g tdtd metyyli-2-metoksikarbonyyli-3-fluoripropionaattia
liuvotetaan 100 ml:aan metanolia, lisdtddn 10 ml natriumhydroksidin 1N vesiliuosta
ja lampdtilaa ylldpidetddn 0°C:ssa, jolloin muodostuu vesipitoinen metanoliliuos,
Jjoka sisdltii metyyli~2-karboksi-3-fluoripropionastin natriumsuolan. T&mi liuos
neutraloidaan kloorivedyn laimealla vesiliuoksella, uutetaan kloroformilla ja klo-
roformiliuos kuivataan ja haihdutetaan tyhjossid, jolloin saadaan metyyli-2-karboksi-
3-fluoripropionaatti. .

¥oin 15 g tadtd yhdistettd liuotetaan metanoli-bentseeniin, lisitidn stokid-
metrisesti ekvivalenttinen miird L-olmetyylibentsyyliamiinia ja metyyli-2-karbok-
si-3-fluoripropionaatin saadut diastereoisomeeri-suolat erotetaan jekokiteytta-
milld, Metyyli-$-2-kerboksi-3-fluoripropionaatin siten saatu L-okmetyylibentsyyli-
amiini-suola saatetaan reagoimaan vesiliuoksessa tarkalleen yhden stékidmetrisesti
ekvivalentin midran kanssa vesipitoista kloorivetyhappoa, saatu vesiliuos uutetaan
kloroformilla ja kloroformiuute kuivataan ja haihdutetaan tynjdssid metyyli-5-2-
karboksi-3~fluori-propionaatin saamiseksi.

oin 3,0 g metyyli-S-2-karboksi-3-fluoripropionaattia liuotetaan 25 ml:aan
asetonia ja liuosta k8sitellddn 0°C:ssa ensinnd 2,02 g:lla trietyyliamiinia ja
sitten ylimddrdlld etyyliklooriformasattia. Saatuun seokseen lisdtdén 10 ml vettd
ja liuosta sekoitetaan 0°C:ssa noin 30 minuuttia, jolloin muodostuu vesipitoinen
asetoniliuos, joka sisdltédd metyyli-S-2-karboksi-3~fluoripropionaatin vastaavan
karboksietokxsiesteri-seka-anhydridin. Téhd&n liuokseen liséitéddn 1,3 g natriumatsi-
dia ja seoste sekoitetaan vield 2 tuntia ldmpotilassa -5 - 0°C. Reaktioseos kaade-
taan jddkylméédn natriumkloridin kyllédstettyyn vesiliuokseen Jja seosta uutetaan
useita kertoja eetterilld. Eetteriliuos, joka sisdltdd metyyli-S-2-atsido~karbo-
nyyli-3-fluoripropionaatin, kuivataan vedettdmélld natriumsulfaastilla ja suodate-
taan ja lisdtdén 100 ml dioksaania. Sen jdlkeen eetteri haihdutetasn ja saatua
dioksaaniliuosta kuumennetaan varovaisesti kiehumispisteeseen (suojaesteen takana),
minkid jdlkeen atsidi hajoaa ja ryhmittyy uudelleen, jolloin muodostuu metyyli-S-2-
isosyanato-3-fluori-propionaatti, so. N-karbonyyli-3-fluori-D-alaniini-metyylies-
teri.

Tahén isosyansaattiin lisdtddn 100 ml vettd ja 50 ml kloorivetyhapon vesi-
liuosta ja seosta kuumennetaan paluujdéhdyttden 2 tuntia, jona aikena sekd iso-

syanaatti- ettd metyyli-esteriryhmd hydrolysoituu. Vesipitoinen reaktioliuos haih-
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dutetaan tynjdéssd, jolloin saadasn raaka 3-fluori-D-alaniini-hydrokloridi (S-3~fluo-
rialaniini-hydrokloridi).

3-fluori-D-alaniinin hydrokloridisuola liuotetaan veteen ja liuos johde-
taan voimekkaasti happamen kationinvaihtohartsin (H+—vaihe) livitse. Kolonni pes-
téddn vedelld kloridi-ionin poistamiseksi ja kolonni eluoidaan ammoniumhydroksidin
laimealla vesiliuoksella. Eluaatti haihdutetaan ja sasostunut aine otetaan talteen
suodattamalla, kuivataan ja kiteytetddn 50 %:sesta vesipitoisesta isopropanoclista
olennaisesti puhtean 3-fluori-D-alaniinin (S-3-fluori-alaniinin) saamiseksi.

Vaihtoehtoisesti jos metyyli-S-2-atsidokarbonyyli-3-fluoripropionaatti
najotetaan etanoliuoksessa muodostuu 3-fluori-D-alaniini-metyyliesterin vastaava
etyyli-uretaani (5-3-fluorialaniinimetyyliesterin etyyli-uretaani). Viimeksimaini-
tun annetaan sitten reagoida vesipitoisen kloorivetyhapon kanssa 3-fluori-D-alaniini-
hydrokloridin muodostamiseksi, joka muutetaan 3-fluori-D-aleniiniksi edelld kuva-
tulla tavalla,

Optisesti aktiiviset yhdisteet téssé esimerkissi merkitddn toisinaan mer-
kinn6illa "R" ja "38" Jjulkaisun IUPAC Tentative Rules for the Nomenclature tai
Organic Chemistry; Section E Fundamental Stereochemistry, J. Org. Chem 35 s.
2¢63~-7 (1970) mukaan.

Samalla tavoin metyyli-S-2-karboksi-3-fluoripropionsatin karboetoksiesteri-
seka-anhydridin annetaan reagoids asmmoniakin (natriumatsidin asemesta) kanssa,
Jolloin muodostuu metyyli-S-2-amino-karbonyyli-3-fluoripropionaatti, jonka anne-
taan sitten reagoida natriumhypobromidin kanssa, jolloin amidoryhmi ryhmittyy
uudelleen ja muodostuu kdytettdessd dioksaania liuottimena metyyli-S-2-isosyanato-
3-fluoripropionaatti ja kéytettdessd etanolia liuottimena 3-fluori-D-alaniinin ves-
taava etyyli-uretaani, so. N-etoksikarbonyyli-3-fluori-D-alaniini.

Vaintoehtoisesti ja edelld kuvatun menetelmin mukaisesti 2-syano-akryyli-
hapon annetaan reagoida fluorivedyn kanssa Z2-karboksi-3-fluoripropionitriilin
muodostamiseksi, joka erotetaan stereoisomeereikseen kiyttamilla LjJEmetyylibentsyy-
liamiinia hajotusaineena R-2-karboksi-3-fluoripropionitriilin muodostamiseksi, joka
muutetaan seka-anhydridiksi ja viimeksimeinitun annetaan reagoida natriumatsidin
kanssa edelld kuvatulla tavallas R-2-atsidokarbonyyli-3-fluoripropionitriilin muo-
dostamiseksi. Tétd kuumennetaan atsidin hajottamiseksi ja S—2-isosyanato-3-fluori-
propionitriilin muodostamiseksi, jota sitten kuumennetaan paluujidhdyttien vesi-
pitoisen kloorivetyhapon (kuten metyyli-S-2-isosyanato-3-fluori-propionaatin hydro-
lyysin yhteydessid) kanssa, jolloin sekd isosyanato- ettd nitriiliryhmi hydrolysoi-

tuu ja muodostuu 3-fluori-D-slaniini-hydrokloridi.
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Vaihtoehtoisesti saadaan optisesti aktiiviset D-2-amino-3-fluori-propio-
nitriili-yhdisteet hajottamalla vastesava DL-2-amino-3-fluori-propionitriili-
yhdiste. Esim. DL-2-amino-3-fluoripropionitriili itse hajotetaan kiyttden optises-
ti aktiivista hajotusainetta, kuten viinihappoa, kamfori-10-sulfonihappoa ja
sen kaltaisia, jolloin muodostuu D-2-amino-3-fluori-propionitriilin optisesti ak-
tiivinen suola, joka kisiteltdessé vesipitoisella ammoniakilla muuttuu vapaaksi
D-2-amino-3-fluoripropionitriiliksi, joka uutetaan vesiliuoksesta eetterilli.
D-2-amino-3-fluori-propionitriili saatetaan sitten reagoimean lémpdtilassa alle
0°C vakevdidyn (50 % HCl) kloorivetyhapon kanssa D-2-amino-3-fluoripropioamidin
muodostamiseksi. Sitd kuumennetaan kloorivetyhapon vikevin vesiliuoksen kanssa
paluujééhdyttien 3-fluori-D-alaniinin hydrokloridin suolan muodostamiseksi.

Erilaisia muutoksia ja muunnelmis voidean tehdd esilld olevasta keksinndsta

poikkeamatta keksinndn perusideasta.
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Patenttivaatimus:

Menetelmé terapeuttisesti kdyttokelpoisen 3-fluori-D-alaniinin tai sen

deuteroanalogin valmistamiseksi, joilla yhdisteilld on kaava

Tz Ry

F-C-C - COOH I
.
R3 H2

jossa Rl, R2 ja R3 merkitsevdt vetyd tai deuteriumia, t unn e t t u siitd, ettd

a) keavan I mukaisen 3-fluori-DL-alaniinin tai sen deuteroanalogin ja
optisesti aktiivisen emiksen suolojen seos alistetsaan Jjakokiteytykseen, jotta
saadaan 3-fluori-D-alaniinin suola kéyt#&nnSllisesti katsoen puhtaassa muodossa,
Ja ettd suolaa kdsitelldén vahvalla hapolla kaavan I mukaisen yhdisteen vapautta-
miseksi suolastaan, tai

b) kaavan I mukaisen 3-fluori-DL-alaniinin tai sen deuteroanalogin ja
optisesti aktiivisen hapon suolojen seos alistetaan jakokiteytykseen, jotta saa-
daan 3-fluori-D-alaniinin suola kéyt&nnSllisesti katsoen puhtaassa muodossa, ja
ettd suoclas késitellddn vahvalla eméksellsd kaaven I mukaisen yhdisteen vapautta-
miseksi suolastaan, tai

c) kaavan I mukaisen 3-fluori-DL-alaniinin tai sen deuteroanalogin amino-
suojatun johdennaisen ja optisesti aktiivisen hapon suolojen seos alistetaan
Jakokiteytykseen, jotta saadaan vastaava aminosuojattu 3-fluori-D-alaniinisuola
kéytédnnSllisesti katsoen puhteassa muodossa, ettd saatua suolas késitelldén vah—
valle hapolla kaavan I mukaisen yhdisteen aminosuojatun johdannaisen vapauttami-
seksi suolastaan, ja ettd aminosuojaryhmi lohkaistaan lopuksi pois.
tai

d) 3-fluori-D—~alaniinista tal sen deuterocanalogin aminosuojatusta
johdannaisesta, jonka kaava on

R B
F-C- ? -~ COOH
|

R3 NHRh

Jjossa Rl, R2 Ja R3 merkitsevidt samaa kuin edelld, ja Rh on karbobentsoksi, bentso-
yyli, klooriasetyyli tai mentoksiasetyyli, lohkaistaan suojaryhméd R4 hydraamalla
tai hydrolysoimalla pois.

e) 3-fluori-D- alaniinista tai sen deuteroanalogin aminosuojatusta
Jjohdannaisesta, jonka kaava on
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Y2 |2

F-C-C - COCH

3 MNRgRg

Jossa Rl, R2 Ja R3

karbobentsoksi, bentsyyli, e¢metyylibentsyyli tai o=karboksibentsyyli, tai R5
Ja R6 ovat kumpikin bentsyyli, lohkaistaan suojaryhmi Rg katalyyttisesti hydraa-

merkitsevdt samaa kuin edelld, ja joko R5 on vety ja R6 on

malla pois, tai
f) 3-fluori-D- alaniinista tai sen deuteroanalogin karboksyylisuojatusta

johdannaisesta, jonka kaava on
R2 ?l
R-C-C- COR

UL

1’ R2 Ja R3 merkitsevdt samaa kuin edelld, ja R7
syenoryhmé, lohkaistaan suojaryhméd R7 hydrolysoimalla pois.

Jossa R on esteri-, amidi- tail
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Patentkrav:

Férferande for framstf8llning av terapeutiskt anvéndbar 3-fluor-D-alanin

eller dess deuteroanalog, vilka fdreningar har formeln

R, R
12 1

F-C - C-COOH
3 3

R3 NH2
dar R1, R2 och R3 betecknar vite eller deuterium, k A nnetecknat dirav,
att
a) en blandning av 3-fluor-DL-alanin med formeln I eller dess deutero-
analog och av salter av en optiskt aktiv bas underkastas fraktionerad kristalli-
sering, f6r att bilda ett salt av 3-fluor-D-alanin i praktiskt taget ren form,
och att saltet behandlas med en stark bas i och fér frigdring av en fdrening
med formeln I frén dess salt, eller
b) en blandning av 3-fluor-DL-alanin med formeln I eller dess deuteroansalog
och av salter av en optiskt aktiv syra underkastas fraktionerad kristallisering,
for att bilda ett salt av 3-fluor-D-alanin i praktiskt taget ren form, och att
saltet behandlas med en stark bas for frigdring av en fdrening med formeln I
frdn dess salt, eller
c) en blandning av 3-fluor-DL-alanin med formeln I eller av ett amino-
skyddat derivat av dess deuteroanalog och av salter av en optiskt aktiv syra
underkastas fraktionerad kristallisering, fér att bilda ett motsvarande amino-
skyddat salt av 3-fluor-D-alanin i praktiskt taget ren form, och att det erhdllna
saltet behandlas med en stark syra fér frigdring av ett aminoskyddat derivat
av en fdrening med formeln I ur dess salt, och att amihoskyddsgruppen till slut
avspaltas, eller e
d) frdn ett aminoskyddat derivat av 3-fluor-D-alanin eller dess deutero-
analog, vilket derivat har formeln
B T
F-? - C-COOH

1
R3 NHRh

dar R1, R2 och R3 har ovanndmnda betydelse, och Rh &r karbobensoxi, bensoyl,
kloracetyl eller mentoxiacetyl, avspalias skyddsgruppen R4 genom hydratisering

eller hydrolysering, eller
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e) frédn ett aminoskyddat derivat av 3-fluor-D-alanin eller dess deutero-
analog, vilket derivat har formeln

B B

) 1
F-C - C-COOH
' 1
R3 NR5R6

dar R1, R2 och R3 har ovanndmnda betydelse, och antingen R5 ar vate och R6 ar

karbo ensoxi, bensyl, -metylbensyl eller -karboxibensyl, eller R5 och R6 bdda

betecknar bensyl, avspaltas skyddsgruppen Rg genom katalytisk hydratisering
f) frén ett karboxylskyddat derivat av 3~fluor-D-alanin eller dess

deuterocanalog, vilket derivat har formeln

B %y

R-C - C-COR
' ' T
R, NH,

dér R1, R, och R_ har ovanndmnda betydelse, och R, &r en ester-, amid- eller

2 3 7
cyanogrupp avspaltas skyddsgruppen R7 genom hydrolysering.

Viitejulkaisuja-Anfdrds publikationer

Julkisia suomalaisia patenttihakemuksia:-Offentliga finska patentansdkningar:
3729/71.

Hakemusjulkaisuja:-AnsSkningspublikationer: Saksan Liittotasavalta-Fdrbunds-
republiken Tyskland(DE) 2 136 067.



	BIBLIOGRAPHY
	CLAIMS
	SEARCH_REPORT

