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I | est toujours intéressant de pouvoir suivre, sur la base de documents irréfutables, et en temps réel, comment la compréhension des

mécanismes d’apparition d’une pathologie largement répandue, le diabéte de type 2, peut conduire a la conception d’un nouveau
médicament. Plus intéressant encore, est de suivre comment un industriel se saisit du concept, le traduit en synthése chimique, et surtout,
comment les contraintes inhérentes au processus amenent a faire évoluer cette synthése jusqu’a aboutir a une autorisation de mise sur
le marché dans des conditions respectueuses de I’environnement et économiquement acceptables.

Ce processus, souvent évoqué et rarement décrit, est en soi porteur d’innovations scientifiques comme le montre le dossier qui suit.
En effet, optimiser une suite de réactions est plus qu’une ceuvre de « tacheron ». Plus qu’améliorer un processus, un procédé, il faut
innover, ce qui exige culture, imagination, créativité, et la capacité a se remettre en cause.

Cette étude est exemplaire a un autre titre. En effet, dans un contexte ou les scandales, savamment orchestrés, occultent les mises
en perspective, voire les mises en garde, raisonnables, il est important qu’au moins les scientifiques, éventuellement futurs patients, soient
clairement informés. A titre d’exemple, les statines, abusivement prescrites sans nécessité contre le « cholestérol », présentent des
risques bien connus. Les refuser sans nuance risque d’entrainer de sérieux problemes sanitaires si la peur et le rejet s’installent dans
la population, comme cela a été le cas récemment avec la vaccination.

Le traitement du diabéte de type 2, dont sont atteints environ 2,7 millions de personnes en France (soit 4,6 % de la population), pose
lui aussi des questions: jusqu'a quel niveau faut-il faire baisser I'hyperglycémie ? Et dans quel ordre introduire les différents
antidiabétiques ?

Mercredi 13 février dernier, la Haute Autorité de Santé (HAS) et I’Agence nationale de sécurité du médicament (ANSM) ont publié leurs
nouvelles recommandations, destinées aux professionnels de santé, mais également au grand public (vidéo), accessibles sur le site de
I’HAS, rappelant le caractere éminemment individuel de la maladie et de sa prise en charge. Ainsi, I'objectif glycémique cible sera adapté
par le médecin au profil du patient et évoluera donc au cours du temps. Les mesures hygiéno-diététiques simples doivent étre a la base
de toute prise en charge (alimentation saine et équilibrée et pratique réguliere d’une activité physique ou sportive, méme modérée). Le
traitement de premiére intention devra s’appuyer sur les médicaments connus comme la metformine. Une bi-, voire une trithérapie pourra
étre envisagée sur la base d’une association de metformine et de sulfamide hypoglycémiant. L’insuline reste le traitement de choix lorsque
les traitements oraux et non insuliniques ne permettent pas d’atteindre I'objectif glycémique. Les autres traitements seront réservés aux
situations dans lesquelles les traitements recommandés en premiére intention ne peuvent pas étre prescrits. Ainsi, le recours aux
incrétines est toujours d’actualité, en attendant les résultats des études en cours mesurant leur impact sur la morbi-mortalité

cardiovasculaire.
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Résumé La sitagliptine, commercialisée sous I'appellation Januvia®, est le premier traitement du diabéte de type 2
visant une nouvelle cible thérapeutique : I'enzyme dipeptidyl peptidase-4. Si son efficacité a permis
d’améliorer le confort de vie de nombreux patients, son histoire est particulierement intéressante et riche
d’enseignements. Cet article revient sur la découverte de cette molécule et sur les étapes marquantes de
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Abstract Dipeptidyl peptidase-4 and Januvia®: one winning duo against diabetes mellitus
Sitagliptin, better known under its trade name Januvia®, is the first treatment against diabetes mellitus type 2
to be approved against a new target: the dipeptidyl peptidase 4 enzyme. As a highly potent inhibitor of this
enzyme, this treatment helps thousands of patients all around the world. Its history is of particular interest
and rich in lessons. This review recalls the story of sitagliptin, its mode of action and the different steps of its
commercial manufacturing.
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F aites le test d’employer dans une méme phrase les
mots «sucre » et « maladie ». L’'une des premiéres
associations qui viendra a I'esprit de votre interlocuteur sera
probablement diabéte (ou carie si vous vous adressez a un
dentiste). Et pour cause, car cette maladie, particulierement
répandue dans les pays développés, est justement caracté-
risée par une mauvaise régulation du taux de sucre dans le
corps. Si nous avons tous en téte les injections d’insuline en
tant que traitement, cette solution ne s’applique cependant
pas a tous les patients et d’autres approches thérapeutiques
ont été développées. La sitagliptine s’inscrit dans cette
optique et agit selon un nouveau mode d’action. Nous vous
proposons ici de revenir sur le diabéte, ses causes et effets,
et comment la compréhension des mécanismes molécu-
laires de la maladie a permis I'identification d’un nouveau
traitement. Par la suite, nous verrons les différentes phases
du développement commercial de la sitagliptine et comment
les chimistes ont, par évolutions successives, développé
un procédé de synthése propre et efficace.
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caractérisé par une résistance de I'organisme a I'insuline. Si
cette hormone est toujours produite par le pancréas, son
taux normal n’est alors plus suffisant pour contréler la pro-
duction/stockage du glucose par le foie et favoriser son
absorption par les cellules. Les causes de cette résistance
restent encore mal comprises. Il a cependant été prouvé que
des métabolites d’acides gras ou d’adipokines (médiateurs
chimiques produits par le tissu adipeux) pouvaient jouer un
réle dans la dérégulation des cascades enzymatiques
induites par I'insuline [2-3]. L’inactivation de cette derniere par
réaction avec le méthylglyoxal a également été évoquée [4].
Le traitement de premiére intention du diabéte de type 2
consiste en un régime amaigrissant associé a une activité
physique réguliére. Si ces mesures s’avérent insuffisantes, la
prise d’antidiabétiques peut étre envisagée. Il en existe plu-
sieurs classes, différenciées par leurs structures et modes
d’action (figure 2). Les sulfonylurées et glinides (glipizide et
répaglinide) agissent en augmentant la libération d’insuline
par le pancréas, tandis que les biguanides (metformine) dimi-
nuent la résistance a linsuline et la néoglucogenése
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hépatique. Les thiazolidinediones (pioglitazone ou rosigli-
tazone) augmentent la sensibilité des cellules a 'insuline.
Il est également possible d’employer des inhibiteurs de
I'o-glucosidase (miglitol), une enzyme qui libére le glucose
a partir des chaines polyosidiques. Enfin, une derniére
classe de molécules agit sur une nouvelle cible thérapeu-
tique : les incrétines.

Les incrétines

Il est connu que la sécrétion d’insuline est plus impor-
tante lorsque du glucose est ingéré plutét qu’injecté par
voie intraveineuse, ce qui laisse supposer un mécanisme

Figure 1 - Mécanisme de régulation de la glycémie.

La glycémie :
régulation et dérégulation

En temps normal, la glycémie (taux de glucose dans le
sang) a jeun chez ’Homme est comprise entre 0,7 et 1,0 g/L,
taux variant en fonction de I'activité du sujet. Pour éviter
I’lhypo- et I’hyperglycémie, le corps posséde un systeme de
régulation faisant notamment intervenir le foie, le pancréas,
le glucagon et I'insuline (deux hormones produites respecti-
vement par les cellules o et B des ilots de Langerhans dans
le pancréas) [1]. Lorsque la glycémie baisse, les cellules o
relarguent du glucagon qui va alors activer la production de
glucose a partir de glycogéne (la glycogénolyse) et la glycé-
mie remonte (figure 7). Lorsque la glycémie augmente, les
cellules B vont émettre de 'insuline, qui va favoriser la glyco-
génogeneése (formation de glycogene a partir de glucose),
diminuer la glycogénolyse et favoriser I'absorption du glu-
cose sanguin par les cellules. Ces trois mécanismes combi-
nés induisent le retour a la normale de la glycémie.

Le dysfonctionnement du systeme de régulation de la
glycémie constitue une maladie, le diabéte, qui peut se pré-
senter sous différentes formes, les plus communes étant le
diabete insulinodépendant (type 1), et le diabéte non insuli-
nodépendant (type 2). Le diabéte de type 1 est une maladie
auto-immune aboutissant a la destruction des cellules 8. Le
patient diabétique doit alors recourir a des injections d’insu-
line plusieurs fois par jour de fagon a maintenir sa glycémie a
un niveau acceptable. Le diabete de type 2 est quant a lui

de régulation plus complexe que celui évoqué précédem-
ment, impliquant le systéme digestif. Une nouvelle classe
d’hormones entre alors en jeu : les incrétines, qui regrou-
pent le GIP et le GLP-1, découvertes respectivement dans
les années 1970 et 80 [5]. Le GIP (« glucose-dependant
insulinotropic polypeptide »), un peptide composé d’une
séquence de 42 acides aminés, est produit dans le duodé-
num et le jéjunum. Ce sont en revanche des cellules de
intestin gréle et du cbélon ascendant qui produisent le
GLP-1 (« glucagon-like peptide-1 »). Ces hormones pepti-
diques sont produites en réponse a I'ingestion de nutriments
et sont responsables, via divers mécanismes, de « I'effet
incrétine » (tableau I p. 76).
Comme pour la plupart des régulateurs biologiques, un
systeme de dégradation de ces hormones existe, mettant en
jeu une enzyme : la dipeptidyl peptidase-4 (DPP-4). Cette
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Figure 2 - Molécules employées en traitement du diabéete de
type 2.
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Tableau | - Les effets biologiques des incrétines.
Effet GIP GLP-1
Sécrétion d’insuline 1 1
Synthése d’insuline t 1
Sécrétion de glucagon 1 | (indirect)
Prolifération des cellules 3 1 1
Apoptose des cellules ! l
Satiété T
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Figure 3 - a) Action de la DPP-4; b) Site actif de la DDP-4
incorporant I'inhibiteur ; c) Inhibiteur de la DPP-4.

Reprinted with permission from Macmillan Publishers Ltd: Nat. Struct. Biol.,
2002, 70, p. 7. Copyright 2002.
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Figure 4 - Inhibiteurs de la DPP-4.

des dérivés d’acides aminés de type proline) et possédent
souvent un groupe capable d’interagir avec le résidu
sérine 630 de fagon réversible (nitrile, acide boronique) ou
non (phosphate). Les seconds présentent des structures
diverses ne mimant pas le substrat naturel. La sitagliptine
appartient a cette seconde classe.

La sitagliptine

Initié en 1999, le projet de recherche sur les inhibiteurs de
la DPP-4 des laboratoires Merck aboutit en 2004 a la publi-
cation de leurs premiers travaux. Notons qu’a cette date,
plusieurs molécules mimant le substrat naturel de I'enzyme
sont déja connues, ces derniéres incorporant un motif pyrro-
lidine ou thiazolidine capable d’occuper la poche S1 (figure 4).

Une campagne de criblage a haut débit de la chimio-
théque des laboratoires Merck visant a identifier de
nouvelles molécules biologiguement actives a montré que le
composé 5 possédait une action inhibitrice de la DPP-4
(figure 5) [10]. Bien que d’activité modeste, 5 appartient a

enzyme particuliérement active va cliver les pep-
tides GLP au niveau du motif alanine en
position 2, limitant alors leur durée de demi-vie a
environ deux minutes (figure 3a). D’un point de
vue structurel, le site actif de la DPP-4 contient
une triade sérine-asparagine-histidine (Ser630-
Asp708-His740) responsable de I'action hydro-
lytique de I'’enzyme, tandis que des résidus
tyrosines, valines et tryptamines composent une
poche hydrophobique (S1) d’une grande spéci-
ficité pour des structures de type proline [6]
(figure 3b).

En raison de leur réle dans la régulation de la
glycémie, ces hormones et la DPP-4 ont attiré
I’attention des scientifiques pour le développe-
ment de nouveaux traitements du diabéete de
type 2 [7]. Deux approches thérapeutiques ont
été envisagées : I'emploi de peptides mimant
I’action du GLP-1 mais non dégradables par la
DPP-4 (exenatide, liraglutide) [8] et I'inhibition de
la DPP-4. Dans ce dernier cas, ’enzyme inacti-
vée ne peut dégrader le GLP-1, alors libre
d’exercer son réle de régulateur de la glycémie
de fagon prolongée [9]. En fonction de leur struc-
ture et de leur mode d’action, il est possible de
classer ces inhibiteurs en deux catégories. Les
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Figure 5 - Optimisation de la sitagliptine.




Figure 6 - Interaction de la sitagliptine dans le site actif de la DPP-
4. En vert, un analogue du substrat naturel de I’enzyme (Pro-Val).

Reprinted with permission from Dooseop K. et coll., J. Med. Chem., 2004,
48, p. 141. Copyright 2004 American Chemical Society.

une nouvelle famille de composés présentant un motif -
aminoamide. |l apparait rapidement que la partie droite de la
molécule peut étre remplacée par un cycle thiazolidine sans
grande perte d’activité, mais avec une importante simplifica-
tion structurelle (6). La variation des substituants sur le cycle
aromatique aboutit a 7, qui posséde une bonne bioactivité
mais un mauvais profil pharmacocinétique.

Le composé 8 représente la seconde touche du criblage
[11]. En se basant sur la structure 6, le motif f-aminoamide
est incorporé a 8 pour former 9. Cette modification permet
un gain d’activité d’un facteur 10 tandis que I'ajout d’un
atome de fluor sur le noyau aromatique (10) permet de
gagner un facteur 10 supplémentaire. La suppression de la
partie droite de la molécule et I'introduction de deux atomes
de fluor supplémentaires permettent de simplifier la structure
tout en gardant une bonne activité biologique avec 12. La
stabilité métabolique est ensuite améliorée en remplagant le
cycle pipérazinile par un motif bicyclique comportant un
hétérocycle (13) [12]. Finalement, le rem-
placement du groupe éthyle par un groupe
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d’interaction avec la triade sérine-asparagine-histidine
(Ser630, Asp708, His740) responsable de I'action hydroly-
tique de I’enzyme.

La sitagliptine fait preuve d’'un bon profil pharmacociné-
tique avec une bonne biodisponibilité par voie orale et un
temps de demi-vie compris entre 2 et 5 heures en fonction du
sujet. Une excellente sélectivité vis-a-vis d’autres peptidases
est également observée et est capitale, I'inhibition de ces
enzymes étant associée a une toxicité multiviscérale. Les
études cliniques en phases Il et lll ont confirmé les résultats
préliminaires obtenus chez les cobayes en permettant un
bon contréle de la glycémie chez les patients souffrant d’un
diabete de type 2 [13]. La sitagliptine recoit donc son autori-
sation de mise sur le marché en octobre 2006 pour le
traitement du diabéte de type 2 sous I'appellation Januvia®.

Une fois le principe actif d’'un médicament accepte, le
laboratoire pharmaceutique doit étre en mesure de préparer
les quantités de principe actif nécessaires pour satisfaire le
marché au travers d’une voie de synthése dite industrielle.
De fagon a répondre a un certain nombre d’impératifs (syn-
thése courte, emploi de solvants de faible dangerosité,
réduction des quantités de déchets...), plusieurs générations
de synthéses industrielles peuvent se succéder, mettant en
jeu des techniques de synthése de plus en plus innovantes
[14]. Nous allons décortiquer ces différentes évolutions,
partant de la toute premiére synthése médicinale, rapportée
en 2004, jusqu’au plus récent développement du procédé,
divulgué début 2010.

La synthése de chimie médicinale

La synthése de chimie médicinale débute avec la forma-
tion de I'a-aminoester 16 : déprotonation de I'auxiliaire chiral
17 et attaque de I'anion ainsi formé (18) sur le bromure de tri-
fluorobenzyle (figure 7). La présence du groupe isopropyle
permet de diriger la réaction de substitution pour former 19
ou les substituants sont en trans I’'un par rapport a l’autre. Une
séquence d’hydrolyse, protection de I’amine et saponification
permet d’accéder a 20 et la chaine alkyle est allongée par une

trifluorométhyle et I'ajout d’un atome de
fluor en position 2 du cycle aromatique
permettent d’accéder a la sitagliptine 15,
particulierement active et présentant un
bon profil pharmacologique.

Un cliché de diffraction de rayons X
permet de comprendre les interactions
développées par cette molécule dans le
site actif de I’enzyme (figure 6). Le groupe
tri-2,4,5-fluorophényle occupe la poche
hydrophobique S1, tandis que I'amine de
configuration (R) est impliquée dans quatre .C=N=N
liaisons hydrogene avec des résidus tyro-
sine et glutamate (Tyr662, Glu205, Glu206),
expliquant que I’énantiomere (S) soit moins
actif (ICsq = 440 nM). Le groupe trifluoro-
méthyle interagit avec les résidus sérine et
arginine (Ser209, Arg358), expliquant ainsi
le gain d’activité par rapport au groupe
éthyle, et finalement, plusieurs molécules
d’eau sont impliquées dans la stabilisation

N._OMe
N
L
MeO N:g/
17

F 0 F 0
v oMme _ HOH v~ “OH
NHB NHB
F NHBoc F NHBoc
F 16 F 20

F

@N F PhCO,Ag
. N ~#N2 Dioxane/H,0
H —_— H —_—
F NHBoc F NHBoc

F

H0 Y~ “CO,H
2, H
F NHBoc

OMe F
1) HCl aq.
N._OM
nBuLi <j: N °lr /R/RN F  2)(Boc),0
e ~ —_— —_—
MeO” "N NY
OMe F

F F
II/B"
19

F o O
Q/\EAOJLOA(
F NHBoc
21

F

iBuococl
NEt,

_ >

o F

H \C\\o
E NHBoc

(o}

22 F 23 F o2
1) HN =N,
i O e L,
26 CF, 2 N
F 25 2)HCl 15.HCI \gFa

de la sitagliptine dans le site actif. En
revanche, cet inhibiteur ne présente pas

Figure 7 - Synthese de chimie médicinale.
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réaction d’homologation d’Arndt-Eistert. L’acide est activé
sous la forme de I’'anhydride mixte 21 qui va réagir avec le dia-
zométhane pour donner la diazocétone 23. En présence d’un
sel d’argent, celle-ci subit un réarrangement de Wolf condui-
sant au cétene 24, piégé par une molécule d’eau pour former
I’acide 25. Un couplage peptidique avec le triazole 26 réalisé
en présence de N-(3-diméthylaminopropyl)-N’-éthylcarbodi-
imide hydrochloride (EDC) et d’hydroxybenzotriazole (HOBY)
suivi d’une déprotection en milieu acide permet finalement
d’isoler I’hydrochlorure de sitagliptine 15.HCI.

Concernant la synthése du triazole 26, la chloropipérazine
27 réagit tout d’abord avec un exces d’hydrate d’hydrazine
a chaud pour former 28, isolé par cristallisation et filtration
(figure 8). Une monoacylation par I'anhydride trifluoroacé-
tique permet ensuite d’obtenir 29. Placé en présence d’acide
polyphosphorique (PPA) a 140 °C, une réaction de cyclisa-
tion/déshydratation a lieu pour donner 30, finalement réduit
par hydrogénation catalytique en présence de palladium sur
charbon. Ce procédé en quatre étapes permet d’isoler 26
avec un rendement global de 23 %, mais souffre de pro-
blemes liés a 'emploi d’un exces d’hydrate d’hydrazine. Le
point éclair de ce composé étant de 96 °C, un controle rigou-
reux des conditions réactionnelles est nécessaire afin de
limiter les risques d’explosion. De plus, le composé 28 est
susceptible de co-cristalliser avec I’hydrazine, générant alors
un solide toxique, potentiellement explosif, qui est ici isolé.

(CF3C0O),0

Figure 8 - Formation du triazole 26.

Si 'approche de chimie médicinale permet de préparer
les premiers grammes de sitagliptine pour les essais sur ani-
maux, elle n’est pas transposable a I’échelle industrielle. En
effet, bien que l'utilisation d’un auxiliaire chiral permette
d’introduire I'amine avec un excellent

bromhydrique (HBr) permet de réduire la charge catalytique
a moins de 0,1 % sans perte de rendement ou d’énantiosé-
lectivité, rendant le procédé économiquement plus attractif.
L’acide 32 est isolé aprés saponification avec un rendement
de 83 % et un exces énantiomérique (ee) de 94 %. Lafonction
amine chirale du composé 33 est ensuite introduite en trois
étapes : synthése de I’hydroxamate 34 (couplage peptidique),
formation du lactame 35 (réaction de Mitsunobu) et hydrolyse.
Un couplage peptidique permet d’accéder a 36, déprotégé
par hydrogénolyse, et un traitement acide conduit finale-
ment au phosphate de sitagliptine 15.HzPOy,.

Avec un total de huit étapes et un rendement global de
52 % (a partir du B-cétoester 31), cette synthése commer-
ciale de premiere génération permet la préparation des
premiers lots de produit pour les études cliniques. Si I'on
s’affranchit bien du recours a I’auxiliaire chiral pour introduire
le motif B-aminoamide par hydrogénation énantiosélective
d’un B-cétoester suivie d’une réaction de Mitsunobu, cette
derniere généere cependant une grande quantité de déchets
qu’il faut éliminer. La formation de 34 et 36 implique égale-
ment I'utilisation d’agents de couplage, ce qui va al’encontre
du principe d’économie d’atomes et complique la purifica-
tion. Le développement d’une nouvelle approche s’avere
donc nécessaire.

En paralléle avec le développement de la synthese de
premiére génération, la voie d’acces au triazole 26 est égale-
ment améliorée (figure 10a). Désormais, la chloropipérazine
27 est ajoutée a une solution aqueuse d’hydrazine a chaud
pour former 28, extrait par un solvant organique et non plus
isolé sous la forme d’un solide toxique et instable. Une
double acylation permet ensuite d’obtenir 37 qui, par cycli-
sation dans le Superphos (une forme hydratée de I'acide
polyphosphorique), conduit a 30. Ce dernier est réduit par
hydrogénation et le triazole est finalement isolé sous forme
de I'’hydrochlorure 26.HCI. Cette nouvelle synthése présente
donc un certain nombre d’avantages par rapport a la chimie
médicinale. L’emploi d’une solution aqueuse d’hydrazine (ne
présentant pas de point éclair) permet de limiter les risques
d’explosion, tandis que I'intermédiaire toxique 28 n’est plus
isolé mais gardé en solution. Sa formation reste cependant
délicate, des études calorimétriques ayant montré la pré-
sence d’un exotherme a 85 °C. La réaction se déroulant a
65 °C, des précautions particulieres doivent étre prises
pour éviter toute élévation incontrolée de la température et

contrOle diastéréosélectif, sa perte lors du
passage de 19 a 16 entraine une faible
économie d’atomes. De plus ’lhomologa- F
tion d’Arndt-Eistert met en jeu du diazo-
méthane, a déconseiller en raison de sa
toxicité et des risques d’explosion. La
synthése du triazole doit également étre
modifiée pour limiter les risques d’explo-
sion liés a 'emploi d’hydrate d’hydrazine :
et a I'isolement de I'intermédiaire 28.

La synthése commerciale

La synthése commerciale de premiére 26 CFy

génération débute avec la réduction de la
fonction cétone de 31 par hydrogénation
catalytique énantiosélective en présence

1) (S)-BinapRuCly E
HBr, Hp

F o o 2) NaOH F OH O ;EEH
g7 . Y ——
OMe 83 % OH
94 % ee
Fooo3

DIAD, PPh \ O\
81 %
sur 2 étapes

F F

o H3PO,
BnO. 1)Hy, PdiC  F
NH O 2 PO, NH, O
N E—— N
N =N, N =N,
U/N 78 % Cr N
N sur 4 étapes F N
CF, 15.H;P0,

N

CF;

d’un complexe de ruthénium (figure 9)[15].
L’ajout d’'une quantité catalytique d’acide
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Figure 9 - Synthése commerciale de premiére génération.
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Figure 10 - Synthéses du triazole 26.HCI.

’emballement de la réaction. Une nouvelle approche est
alors envisagée (figure 10b). Dans un premier temps, I’hydra-
zine en solution aqueuse réagit séquentiellement avec le
trifluoroacétate d’éthyle et le chlorure de chloroacétyle pour
former le bishydrazide 38, déshydraté par I’oxychlorure de
phosphore pour conduire a I’oxadiazole 39 [16]. Sa réaction
avec le méthanol permet d’accéder a l'intermédiaire 40
sur lequel s’additionne I’éthylenediamine pour donner 41.
L’attaque intramoléculaire de la seconde amine permet
I’ouverture du cycle et méne a 42. En présence de HCI dans
le méthanol, la cyclisation/déshydratation a finalement lieu
pour former directement le sel du triazole 26.HCI.

Cette nouvelle synthése permet d’accéder au triazole
attendu avec un rendement global doublé (54 %) et présente
plusieurs avantages par rapport aux approches préceé-
dentes. La solution aqueuse d’hydrazine est le réactif limitant
lors de la formation de 38, impliquant sa consommation
totale et donc I'absence de déchet d’hydrazine a traiter.
L’ensemble des réactifs est bon marché et si le nombre
d’étapes est le méme que précédemment, le nombre d’opé-
rations est réduit (un traitement aqueux au lieu de deux, un
échange de solvant au lieu de trois), conduisant a un bien
meilleur facteur environnemental (68 au lieu de 373) [17].

La synthése commerciale de premiére génération mettait
en jeu I’lhydrogénation asymétrique d’un -cétoester pour for-
mer le B-hydroxyester chiral 32, par la suite transformé en

0

o
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Figure 11 - Synthése commerciale de seconde génération.

sous sa forme énolate. Ce dernier ne pouvant étre isolé, il est
envisagé d’enchainer directement I'étape de formation de
I’'amide 43.

Les premiers essais révelent que s’il est possible d’ajou-
ter directement le sel du triazole 26.HCI a la solution de 45,
la séquence décarboxylation/formation de I’amide est lente
avec une conversion plafonnant a 80 %. En revanche, la
diminution de la quantité de base initialement introduite de
3,0 22,1 équivalents permet a la décarboxylation d’atteindre
97 % de conversion a 70 °C. La séquence s’avere donc
particulierement sensible a la quantité de base introduite.
En présence de moins de 1,9 éq. de base, la formation de
I’adduit 45 est lente et souffre de mauvais rendement, tandis
que la décarboxylation est rapide. En revanche, si ’emploi
de plus de 2,2 éq. de base permet de former 45 avec un
excellent rendement, la décarboxylation est ralentie et
n’atteint jamais un bon taux de conversion.

La solution consiste a employer un exces de base lors de
la formation de 45 et a ajouter 0,3 éq. d’acide trifluoroacé-
tique juste avant celle de 43. Le pH du milieu réactionnel est
alors suffisamment abaissé pour engager la décarboxylation
en transformant seulement une faible quantité de 45 en son
énol instable 46 (figure 12). Ce dernier subit une réaction de
décarboxylation conduisant au céténe 47 avec libération de
CO, et d’acétone [20]. Le cétene réagit avec 26 pour former
I’amide 43 tout en libérant un proton qui va engager un nou-
veau cycle catalytique. |l est ainsi possible d’obtenir environ
90 % de 43 en solution, et I'ajout d’acétate d’ammonium et
de méthanol conduit finalement a I’énamide 48. Ce procédé

amine. Une approche plus efficace serait de former direc-
tement cette amine par la réduction asymétrique d’un
motif adéquat, tel un B-énamino amide (facilement acces-
sible par réaction d’'un B-cétoester avec I'acétate
d’ammonium) [18]. Dans un premier temps, une voie
d’acces rapide a 43, précurseur de I’hydrogénation cata-
lytique, doit étre développée (figure 11) [19]. Afin de ne
pas utiliser d’agents de couplage, les chercheurs déci-
dent d’employer I'acide de Meldrum : bon agent acylant,
il est facilement décarboxylable et permet la formation
d’amides dans des conditions douces. Tout d’abord,
I’acide 44 est converti en son anhydride mixte par réaction
avec le chlorure de pivaloyle en présence d’un exces de

iProN*HEt
o 0 CF4CO,H
B —
X o HCI N
F — N\
o O/% H* HN T /N

26.HCI CF;
F
F
E. o O (0]

.0 N

/C/ N/\f N

F K/N\/<
F 47 43 CF,

base. L’anhydride réagit alors in situ avec I'acide de
Meldrum pour former I'adduit 45, stable en solution

Figure 12 - Mécanisme de formation de 43.
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extrémement robuste permet ainsi d’isoler 48 directement
par filtration du milieu réactionnel avec un rendement global
de 82 % sur trois étapes et une excellente pureté (99,6 %).
L’énamide 48 est ensuite engagé dans I'étape d’hydrogé-
nation asymétrique (collaboration Merck/Solvias, figure 11).
Une étude extensive des conditions réactionnelles révele que
5 % du systeme [Rh(COD)Cl],/tBuJOSIPHOS dans le métha-
nol a 50 °C sous une pression de 7 bar donnent les meilleurs
résultats (conversion et énantiosélectivité). lls s’averent
cependant peu reproductibles, variant de 82 % a 99 % de
conversion pour 89 a 95 % d’excés énantiomérique en fonc-
tion deslots d’énamide [21]. L’analyse de différents lots révéle
alors des pH variant entre 10,5 et 13,5, les meilleurs résultats
lors de I’hydrogénation étant obtenus pour les lots présentant
les pH les plus bas. Des expériences de contréle montrent
que ces variations de pH, et donc de résultats, dépendent de
la quantité résiduelle de chlorure d’ammonium provenant de
la formation de 48. L’ajout d’une quantité catalytique de chlo-
rure d’ammonium lors de I'hydrogénation permet alors
d’assurer la reproductibilité des résultats quel que soit le pH
du lot d’énamide. Finalement, de fagon a assurer la viabilité
du procédé a I'échelle industrielle, la quantité de catalyseur
est réduite a 0,15 % en augmentant la pression d’hydrogene
a 17 bar sans perte de rendement ou de sélectivité (resp. 98
et 95 %). Aprés hydrogénation, un absorbant (qui va retenir
la quasi-totalité du catalyseur dissous) est ajouté au milieu
réactionnel et 'amine 15 est isolée par cristallisation avec un
rendement de 84 % et un excés énantiomérique amélioré
(> 99,9 %). L’amine est finalement transformée en son phos-
phate avec un rendement de 81 %. Le passage direct de 43
a 15 par hydrogénation en présence d’un catalyseur a base
de ruthénium et de salicylate d’ammonium est également
possible avec un rendement de 91 % et 99,5 % de ee [22].
Cette nouvelle route s’avere donc parti-

et parfois problemes de stéréosélectivité nécessitant une
recristallisation. Enfin, le respect des taux limites d’impuretés
métalliques dans le produit final impose généralement une
étape de purification. La synthése de deuxieme génération
de la sitagliptine ne fait pas exception et est ainsi impactée
par plusieurs des problémes évoqués. Si le recours a la cata-
lyse organométallique (ou a I'organocatalyse) est souvent
I’un des premiers choix du chimiste pour effectuer des trans-
formations asymétriques, la biocatalyse doit également étre
considérée avec intérét [23]. Les rendements et sélectivités
peuvent en effet étre excellents et de nombreuses entre-
prises ont ainsi recours a des enzymes dans des procédés
industriels [17, 24]. Cependant, le point fort des enzymes
peut également s’avérer étre I'un de leurs grands défauts : la
sélectivité. Il est en effet possible qu’il n’existe aucune
enzyme pour catalyser une réaction sur un substrat précis
et il faut alors avoir recours a I'ingénierie d’enzymes. Il s’agit
de modifier leur structure afin de moduler leur activité, par
évolution directe, mutagenése (dirigée ou non), assistée
(ou non) par modélisation moléculaire [25].

Les chercheurs de Merck et Codexis ont pensé qu’une
transaminase (catalysant la réaction entre un acide aminé et
un acide a-carbonylé, figure 13a) pourrait permettre la trans-
formation voulue (43 en 15) [26]. Ce type d’enzymes est
compatible avec peu de substrats, ceux-ci présentant rare-
ment un groupe plus encombrant qu’un méthyle en o de la
cétone. Le composé 43, avec ses substituants de grande
taille, représente un véritable challenge d’optimisation. La
transaminase AT-117 a été choisie comme point de départ et
modélisée sur ordinateur avec I'acétophénone 49 comme
substrat (figure 13b). Le site actif consiste ainsi en deux
poches : une grande, capable d’accueillir un groupe de type
phényle, et une petite, accueillant le groupe méthyle.

culierement efficace et a été développée
avec succes a I'échelle industrielle. Ainsi, a
partir de I’acide 44, une suite de trois réac- R!
tions en un seul pot permet d’accéder a la
déhydrositagliptine 48, isolée par filtration,
avec un rendement de 82 % et une excel-
lente pureté. Une hydrogénation asymeé-
trique permet ensuite de former I'amine
chirale avec un rendement de 98 % et un ee
de 95 % (augmenté a plus de 99,9 % par

o o]
R2 Tra nsaminase Rl
OH * OH

@*ﬁ(wgw@

oH * \HI\OH

NH,

cristallisation). Le phosphate de sitagliptine

15.H3PO,4 est quant a Iui produit avec une
excellente pureté et un rendement global
de 65 %, tout en s’affranchissant des
couplages peptidiques initialement requis.

Figure 13 - a) Mode d’action d’une transaminase ; b) Substrat type d’une transaminase, les
substituants de la cétone remplissent les deux poches du site actif : grande (G) et petite (P) ;

c) Substrat 50 employé pour la modification de la grande poche ;
employée pour la modification de la petite poche.

d) B-cétoamide 43

Ces améliorations permettent de plus une

importante réduction de la quantité de déchets : 1a ou la syn-
thése de premiére génération en générait 250 kilos pour
produire 1 kg de sitagliptine, ce nouveau procédé n’en crée
plus que 50. En récompense de ces améliorations, I'industrie
pharmaceutique décerne a Merck 'lCHEME Award d’Astra-
Zeneca en 2005 et le President Green Chemistry Award en
2006.

Une derniére amélioration, apportée en 2010 par les
chercheurs de Merck et de Codexis, est basée sur la syn-
thése directe de la sitagliptine 15 a partir du -cétoamide 43
en s’affranchissant de I’hydrogénation métallo-catalysée.
Ces transformations peuvent en effet présenter plusieurs
inconvénients pour I'industrie pharmaceutique : travail a
hautes pressions, emploi et recyclage de catalyseurs coliteux
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La modification de I'enzyme a été effectuée en plusieurs
temps en commencant par la grande poche avec I’emploi du
substrat modele 50. Au regard de la taille des substituants de
la cétone, cette molécule est un bon intermédiaire entre I’'acé-
tophénone (substrat type) et le B-cétoamide 43 (substrat
cible). Il est donc possible d’employer 50 afin de réaliser
I’agrandissement sélectif de la grande poche sans toucher a
la petite. Une premiéere série de mutations est réalisée sur la
transaminase pour que la grande poche puisse accueillir le
groupe triazolopyrazine. La petite poche est ensuite agrandie
afin de s’accommoder du groupe trifluorobenzyle. Ainsi,
aprés douze mutations, une enzyme montre une trés bonne
activité pour I'amination réductrice asymétrique de 43 en 15
en présence d’isopropylamine (en tant que donneur de NH»).
Bien qu’active, I'enzyme ainsi obtenue ne peut étre employée
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c - Rendements
F fansaminase/PURN  F et impact environnemental
Q9 DMSO, H,0 NH, O
N N Depuis la toute premiere synthese de la
N = N =N

F (I{N iPrNH, \Ac‘étone F CNr N sitagliptine et la voie industrielle actuellement
43 CF, 02 % 15 \<CF suivie, de trés nombreuses améliorations ont
> 99,95 % ee ® | été apportées (tableau I). La premiére syn-
these commerciale s’affranchit de I'emploi

d’un auxiliaire chiral en introduisant pour la
premiere fois une hydrogénation asymétrique
permettant de former I'amine chirale. Elle

Figure 14 - Synthése biocatalytique de 15.

(a) ; vildagliptine (b) ; saxagliptine (c) ; alogliptine (d) ;

linagliptine (e).

en I’état dans une installation industrielle au regard des condi-
tions réactionnelles spécifiques mises en ceuvre (forte concen-
tration en substrats, co-solvants, températures). Quinze nou-
velles mutations plus tard, une enzyme présentant une activité
accrue et une excellente stabilité est obtenue. Si la premiere
série de mutations a principalement modifié le site actif de
I’enzyme pour optimiser son activité, les suivantes visent a
améliorer sa stabilité. Il est en effet supposé que I’enzyme ne
soit active que sous la forme d’un dimeére et que les mutations
générées améliorent sa cohésion et donc sa stabilité.

Dans les conditions optimales, la sitagliptine 15 est pro-
duite en une étape a partir de 43 avec un rendement de 92 %
et un excés énantiomérique supérieur a 99,95 % (figure 14).
Notons qu’un traitement acide comme précédemment décrit
permet d’accéder au phosphate de sitagliptine 15.HzPO;,.
Ce procédé présente donc de nombreux avantages par
rapport a I’hydrogénation métallo-catalysée : de meilleurs
rendement et énantiosélectivité, plus de métaux a éliminer/
recycler et une plus grande facilité de mise en ceuvre. Pour
cette amélioration, Merck et Codexis ont recu le Greener
Reaction Conditions Award en 2010.

. e . A reste cependant assez longue (9 étapes) et meten

Tableau Il - Comparaison des différentes synthéses de la sitagliptine. . P gue( - pes) -
jeu des agents de couplage peptidiques générant
18 génération 2¢ génération 2° génération bis de nombreux déchets. La synthése de seconde
énération permet de réduire drastiquement la

Nombre d’étapes 9 3 3 9 " P . q
quantité de déchets par une synthese courte
Rendement global 45 % 63 % 75 % (3 étapes) et sans agents de couplage. L’emploi
Introduction de | Hydrogénation de cétone | Hydrogénation | Amination réductrice d’une réduction asymétrique métallo-catalysée en
I’amine chirale Réaction de Mitsunobu d’énamine |enzymatique de cétone| fin de synthése impose cependant une étape sup-
o EVEmh plémentaire de traitement pour éliminer les traces
0, 0, 0, P . . . . .
recristallisation 90,8 % 95 % > 99,95 % de métal du produit final. Une recristallisation est
el o g e de plus nécessaire afin d’améliorer la pureté
sitagliptine) 250 kg 50 kg 40,5 kg optique. Le recours a la biocatalyse permet fina-
lement d’éliminer ces derniers inconvénients :
plus besoin de métaux colteux (a I'achat et
G20 e 2 Tyr547 b o . au recyclage) ni de matériel spécifique pour
\ réaliser I'hnydrogénation sous pression. L'amine
Poche S1 NH2 WQ chirale étant obtenue directement avec un
N/\rN S excellent excés énantiomérique, la recristalli-
/ j \ sation n’est plus nécessaire. Le rendement
cFa Arate - global s,’en vqit ainsi amélioré, ta}ndils que la
"he357 Tyr662 quantité de déchets est encore réduite.
1 Asn710 d Poche S1
Poche S1 Tyr631 - ag_ =
9 \ Ser63 A\ o /\ Poche 81 Autres inhibiteurs de la DPP-4
N ™ NC

NH, NN ﬁ Il existe actuellement quatre autres inhibi-
\ HZNUMO NHZ\ cuzos| t€Urs de la DPP-4 disponibles sur le marché
Y547 G205 Sersio / \ Trpm Tyrsar g}llt:ggg (figure 15). Nous retr9uvons des mimes dy
s Sluz0o Tyrs547 substrat naturel possédant un noyau pyrroli-
dine (remplissant la poche hydrophobique
S1), substitué en position 2 par un groupe
Figure 15 - Inhibiteurs commercialisés de la DPP-4 et leurs principales interactions : sitagliptine nitrile (interagissant de fagon réversible avec

la sérine 630) avec la vildagliptine (Galvus®,
Novartis) et la saxagliptine (Onglyza®, Astra-
Zeneca, BMS) [9c]. Le groupe adamantyle permet d’améliorer
la stabilité chimique de ces molécules en limitant une réaction
parasite de cyclisation, encore ralentie par une substitution
supplémentaire sur le cycle pyrrolidine dans le cas de la
saxagliptine. L’hydroxyle présent sur le cycle adamantyle
permet quant a lui d’améliorer la stabilité métabolique.
L’alogliptine (laboratoire Takeda) est issue d’'un programme
de design moléculaire assisté par ordinateur [27]. Une pre-
miere molécule est modélisée et sa structure optimisée afin
d’engendrer un certain nombre d’interactions dans le site actif
de la DPP-4. La molécule ainsi obtenue se révele biologique-
ment active, mais fait preuve d’un mauvais profil pharmaco-
cinétique. Parmi les différents dérivés préparés, c’est
finalement I'alogliptine qui présente le meilleur profil pharma-
cologique et qui est commercialisée sous 'appellation Nesina®.
Une campagne de criblage de chimiothéques permet
d’identifier une molécule possédant un noyau xanthine comme
inhibiteur potentiel de la DPP-4. Par la suite, la variation systé-
matique des substituants a abouti a la découverte de la
linagliptine (T radjenta®, Boehringer Ingelheim) comme le com-
posé le plus actif [28]. On retrouve ici le motif aminopipéridine
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lié a un hétérocycle, tout comme pour I'alogliptine, et donc
les mémes types d’interactions. De nombreux inhibiteurs de
la DPP-4 sont également brevetés par différentes entreprises,
avec des structures généralement proches de celles présen-
tées dans la figure 15 [29].

Conclusion

La découverte des incrétines, de la dipeptidyl peptidase-
4 et de leurs roles respectifs dans la régulation de la glycémie
a ouvert de grandes opportunités pour le traitement du dia-
béte de type 2. Initié en 1999, le programme de recherche
des laboratoires Merck a rapidement abouti a la découverte
de la sitagliptine (en 2004), et sa mise sur le marché en 2006
en fit le premier inhibiteur de la DPP-4 approuvé, améliorant
le confort de vie de nombreux patients de par le monde.
L’histoire de la sitagliptine a été marquée par une série
d’améliorations apportées a sa synthése, récompensées a
plusieurs reprises par de prestigieux prix dans le domaine de
la chimie verte. Une réussite qui illustre parfaitement I'intérét
du partage des connaissances interdisciplinaires (biologie,
biochimie et chimie) et inter-entreprises. La collaboration
entre les chercheurs de Merck et Solvias a ainsi permis le
développement de I’hydrogénation asymétrique d’énamines,
tandis que I’expertise des chercheurs de Codexis a été mise
a profit pour générer une nouvelle transaminase selon une
séquence de 29 mutations.
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