《三类新药苯甲酸阿格列汀绿色合成工艺及新晶型的研究》项目总结报告

一、项目概况
1.1项目名称：三类新药苯甲酸阿格列汀绿色合成工艺及新晶型的研究

1.2立项时间：2015-04

1.3项目编号：BY2015070-09

1.4项目负责人：孙柏旺（13645180627）

1.5合作企业：常州四药制药有限公司

1.6经费情况：省拨款30W，自筹15W 

1.7主要研究内容：

苯甲酸阿格列汀原料药的制备。根据原研专利进行反应条件的优化，实现原料药的收率及纯度达到工业化的要求。

苯甲酸阿格列汀绿色合成工艺路线的开发，实现反应条件温和，操作简单易行，工业三废的排放达到国家标准。

研究阿格列汀，苯甲酸阿格列汀及其他盐型的多晶型。

研究所得到的阿格列汀系列多晶型的药学性质并筛选出最适合的晶型。

二、项目实施情况

	序号
	时间
	考核指标

	1
	2015.07 – 2015.12
	1）苯甲酸阿格列汀相关研究资料的文献综述;2）挑选数条合适路线，就反应体系、反应时间、反应后处理的难易程度进行考察，筛选出合适的路线。

	2
	2016.01 – 2016.06
	将筛选出的路线进行工艺优化，并针对中试放大进行条件考察，通过液相纯度，手性纯度等关键数据来确定最适合的合成路线以及工艺参数。

	3
	2016.07 – 2016.12
	按照之前摸索的最佳处方进行放大试验，并进行工艺验证。

	4
	2017.01 – 2017.06
	1）通过不同的溶剂体系，不同的物料配比，以及不同的结晶方法通过粉末衍射和单晶衍射对盐型进行表征。对其关键性能指标比如溶解度，稳定性性等进行表征。 

2）整理相关资料，完成结题工作。


项目已经完成，达到了合同要求的各项指标，经费执行符合合同的预算。
三、项目技术情况
3.1研究方法及技术路线

3.1.1 研究方法
以6-氯-3-甲基尿嘧啶为起始原料的亲核取代反应，得到重要中间体1，然后再以此为原料经过第二次取代反应得到BOC保护的阿格列汀，再通过脱BOC，和苯甲酸成盐，得到苯甲酸阿格列汀终产品。

第一步亲核取代反应：通过尝试不同的体系，考察反应溶剂体系对产物溶解性以及反应温度对反应进程的影像；考察不同的有机碱（三乙胺，三正丁胺，二异丙基乙胺，叔丁醇钾等）和无机碱（碳酸钾、碳酸钠、碳酸氢钠）对反应的催化效果；考察不同的后处理方法，柱层析、打浆，重结晶等方法对反应收率以及纯度的影响。

第二步亲核取代反应：以2-(6-氯-3甲基-2,4-二氧代-3,4-二氢-2H-嘧啶-1-基甲基)-苄腈作为起始原料，通过考察不同的有机碱对反应的催化效果以及考察不同的后处理方法对反应的收率，纯度（包括光学纯度）的影响。

第三步脱BOC保护：通过考察不同的体系，包括三氟乙酸/二氯甲烷体系，盐酸/乙醚等常用的脱BOC的体系来考察，反应时间，反应温度，以及后处理的难易程度对工艺开发的影响。

第四步：苯甲酸阿格列汀成盐工艺：通过考察阿格列汀以及苯甲酸在有机溶剂的溶解度，选择一种或几种有机溶剂的混合体系使之达到对苯甲酸阿格列汀溶解效果差，对阿格列汀和苯甲酸有较高溶解度的体系，通过这样的体系选择，可以获得纯度尤其是光学纯度符合要求的原料药。

制备光学纯度符合要求的(R)-3-Boc-氨基哌啶：通过文献调研，(R)-3-Boc-氨基哌啶的合成方法主要有两种方法，手性催化加氢，以及拆分的方法。不对称的加氢反应，主要通过考察不同的金属催化剂，不同的手性配体，以及加氢温度，压力等因素来考察不对称还原的效果。拆分的方法通过考察不同的拆分试剂，不同的溶剂体系，温度以及搅拌速度等因素来考察拆分效果，需要对反应收率，光学纯度及操作难易程度进行综合性评价

阿格列汀自由碱及其盐的多晶型研究
 1）用实验室常用溶剂，如甲醇，乙醇，乙腈，丙酮，异丙醇等对阿格列汀自由碱进行晶体培养，单晶衍射确定其晶型，并对各种自由碱晶体的溶解度，稳定性及相互转化关系进行综合考察。
 2）选用各种无机酸及有机酸，如盐酸、硫酸、琥珀酸等与阿格列汀自由碱形成盐或者共晶，并用相同方法对其盐类进行晶型培养，单晶衍射确定其晶型，或者用粉末衍射的方法进行确认，对各种盐或者共晶的溶解度，稳定性及相互转化关系进行综合考察。
3.1.2 技术路线

1）工艺开发：在对苯甲酸阿格列汀原研公司的专利，以及相关的合成文献中，筛选出几条路线，通过实验室小试对反应体系，反应时间，反应后处理的难易程度，以及是否适合中试放大进行考察，并通过液相纯度，手性纯度等关键数据来确定最适合的合成路线以及工艺参数。
2）按照前面摸索的最佳处方进行放大试验，并进行工艺验证。
3）阿格列汀自由碱及其盐的多晶型研究：通过不同的溶剂体系，不同的物料配比，以及不同的结晶方法通过粉末衍射和单晶衍射对盐型进行表征。对其关键性能指标比如溶解度，稳定性性等进行表征。
3.2重点解决的关键性技术问题 

（1）苯甲酸阿格列汀原料药合成工艺 

  ①开发出了一条适合于苯甲酸阿格列汀两步亲核取代反应的绿色环保的工艺路线，反应每一步收率都达到了85％以上。 

  ②手性中间体(R)-3-Boc-氨基哌啶的合成工艺开发，满足了ee值大于99.5%，符合国内药用中间体的使用要求。 

③成盐工艺改进后，终产品的纯度达到99.5%，未知杂质不大于0.1%。 

（2）通过不同的结晶工艺，筛选52种不同的酸和阿格列汀碱基的成盐情况，通过一系列的评价手段，优选了对甲基苯甲酸和对硝基苯甲酸的阿格列汀的新盐型。

3.3项目的突破性进展己创新点

（1）本项目在坚持绿色安全的理念下，开发出了一种具有自主知识产权的苯甲酸阿格列汀原料药工业化合成方法，符合国内原料药的申报要求，并且实现了尽可能少的工业三废。
（2）药物晶型的研究对药物早期研究与开发具有重要意义，项目系统性地对阿格列汀与52种不同酸形成的盐，进行了晶型和药学研究，通过一系列的表征及体外溶出的测试，优选了对甲基苯甲酸阿格列汀，作为后续研究和开发的对象，为避开化合物专利保护打下了坚实的基础。
（3）本项目所制备的苯甲酸阿格列汀纯度很高，样品的实测值>99.8%，可减少患者不良反应发生的几率。 

四、合同任务指标完成情况

4.1苯甲酸阿格列汀合成路线的文献调研：提供相应的文献资料，目前该项条款已经完成，向常州四药提交了相应的文献资料。

4.2 苯甲酸阿格列汀合成工艺研究：提供苯甲酸阿格列汀的实验室合成工艺研究方案，目前该条款已经完成，向常州四药提交了相应的实验资料。
4.3 完成了对阿格列汀的新盐型的筛选工作，并优选了新的盐型供后续开发使用。

4.4 苯甲酸阿格列汀的工艺验证：提供100克级苯甲酸阿格列汀实验室合成工艺，路线的总收率不低于80%，产品的纯度大于99.5%，单杂小于0.1%，符合CFDA规定的原料药的一般要求，并且能够实现工业化，目前该条款已经完成，协助常州四药完成了苯甲酸阿格列汀的工艺验证及新药的申报工作，该项目已经申报至国家食品药品监督管理局。
4.5 该项目申请专利一篇，发表SCI论文两篇，培养了一名博士，两名硕士。
五、项目绩效分析

	本项目的研究目的在于一方面，以6-氯-3-甲基尿嘧啶为原料，在已知路线的基础上进行生产工艺的优化，得到一条苯甲酸阿格列汀绿色的工业合成路线，提高原子利用率，减少工业三废的排放；另一方面，筛选得到相对稳定的晶型作为原料药晶型，辅助合作企业完成关于苯甲酸阿格列汀的相关新药申报工作，为广大遭受糖尿病痛苦的患者提供更多的希望。 
目前，已公开的苯甲酸阿格列汀的制备方法或多或少存在一定的缺陷。其中，根据原研公司武田药品工业株式会社公开的相关研究专利所得的路线，主要缺点在于反应过程中要用到氢化钠，试剂的无水要求较高，同时要用到碘甲烷，为剧毒，在第一步会有副产物生成，难以除去，且会进一步生成其他副产物。而其余路线则存在步骤较多，收率低的缺点，且由于需要采用手性中间体（R）-3-氨基哌啶，提高了工业生产成本而没能得到广泛的应用。 

因此，苯甲酸阿格列汀的绿色工业路线的研制以及多晶型的研究为糖尿病患者带来了新的福音，对推动经济社会的进步有着不可忽视的作用。 

我国糖尿病治疗药物市场份额主要被外资、合资企业所主导，尤其是德国拜耳公司的阿卡波糖，长期占据着国内糖尿病用药的头把交椅。而近几年来，新靶点的降糖药物上市对传统口服降糖药造成一定的冲击，尤其是GLP-1、DPP-4类药物。这些药物在一定程度上减轻了心血管疾病的并发现象，它们的原研公司绝大部分仍是传统的药业巨头。苯甲酸阿格列汀作为DPP-4类中的新成员，然而苯甲酸阿格列汀已知的路线或多或少存在一定的缺陷，包括杂质种类和含量的控制，以及工业三废的排放。因此，阿格列汀的工艺路线优化以及多晶型的研究势在必行。本项目最终目的是为了得到苯甲酸阿格列汀绿色的工业合成路线以及最稳定的晶型，从而实现产业化生产，对缓解我国的糖尿病现状，促进经济发展，社会进步有着长久的影响。

在设计、选择口服降糖药时，除了使血糖降至接近正常水平，还需要综合考虑不同药物的潜在副作用。礼来、赛诺菲-安万特、武田制药等药业巨头纷纷将目光转移到研制新型靶点，尤其是DPP-4及GLP-1的药物上。新型DPP-4类药物苯甲酸阿格列汀，从源头上避免了传统抗糖尿病药物副作用，不会导致低血糖、恶心、呕吐、体重增加，其心血管安全性有研究数据的支撑，更具有说服力。而对其多晶型的探究，可以更深入的了解不同晶型的溶解度、溶出速率与血药浓度和生物利用度的关系，提高用药的有效性和安全性。
六、存在问题、有关建议及下一步研究设想
    本项目在仿创相结合理念指导下，共分为苯甲酸阿格列汀工艺开发-质量研究，新盐型的开发两大部分。
在苯甲酸阿格列汀工艺开发阶段，在对苯甲酸阿格列汀的合成路线深入研究后，选择了合适的路线进行开发，产品纯度可以达到99.90%以上。在后续的质量研究方面，首先研究了苯甲酸阿格列汀相关的理化性质，进行了相关性状的检查与对比，选取了引湿性、溶解度、熔点、比旋度四个项目，针对苯甲酸阿格列汀的结构特点，采用了紫外分光光度法和高效液相色谱法进行鉴别和对比试验。在检查项目的实验中，主要涉及晶型的判定，采用了差示扫描量热法进行间接判断。所有结果都显示自制样品各项指标都和原研样品一致。有关物质检查共研究了9个有关物质，破坏性试验中，通过设计比较完整的强制降解试验，比较全面地了解苯甲酸阿格列汀的稳定特性，为制剂处方、工艺的设计以及产品储存条件的确定等提供有益的参考，也为原料药苯甲酸阿格列汀的后续申报工作打下了坚实的基础。在工艺开发阶段，主要存在的问题如下：①工艺开发阶段，重点研究了从起始原料到成品的过程控制，忽略了起始原料的质量控制，可能会导致在后续产品生产过程中，出现杂质不可控等严重影响产品质量的因素；②质量研究过程中，我们所使用的生产规模相对较小，对于质量研究方面代表性不足。后续的工作将主要集中在协助企业完善苯甲酸阿格列汀的工艺开发，针对不完善的方面，例如：起始物料的的杂质研究，起始物料的工艺稳定性研究，起始物料引入的杂质的追踪，以及放大生产涉及的各种工艺参数对产品质量的影响等。同时，还将开展和原研产品的全面的对比研究，不仅仅局限于各个国家公布的药品标准。立足于仿产品，而不是仿标准的理念下，全面完善苯甲酸阿格列汀原料药的开发工作。
新盐型开发方面，筛选了52种不同的酸和阿格列汀碱基，得到了5个新的盐型，通过核磁进行了结构确认，并对其性质进行了研究。通过DSC/TGA联用，考察了阿格列汀碱基在结合各种不同酸后的相关热力学表现，五种新的盐型的热力学性质，差别不大。在影响因素实验中采用了更激烈条件进行测试，当使用对硝基苯甲酸和对甲苯甲酸时，新盐型的杂质水平在高温，高湿和强光照等条件下都相对较好。最后进行的体外溶出度测试中，通过对比整条溶出曲线，优选了新的盐型进行后续开发。在盐型开发方面，同样也存在一些不足的方面，例如：①盐型开发过程中，所选用的酸的样本较少，筛选工作不够完善，理论上酸和阿格列汀碱基都应该可以形成新盐或者是共晶；②只是针对新盐的化学性质进行了测试，而药物释放，吸收及代谢情况等并没有涉及，因此新盐型的开发评价方法不够全面。在后续的研究过程中，需要扩大酸的样本数，仔细考察每一种酸和药物形成盐的性质；同时还需要引入生物学评价：体外评价以及体内药物动力学和药效动力学等，全面完善新盐型的开发工作。


