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La présente invention concerne un procédé de préparation du trihydrate de
(2R,3S)-3-benzoylamino-2-hydroxy-3-phénylpropionate  de  4,10-diacétoxy-2a-
benzoyl-oxy-5p8,20-époxy-1,73-dihydroxy-9-oxo-tax-11-én-13a-yle.

Le (2R,3S)-3-benzoylamino-2-hydroxy-3-phénylpropionate de  4,10-
diacétoxy-2a-benzoyloxy-5p,20-époxy-1,7p-dihydroxy-9-oxo-tax-11-én-13a-yle (ou
paclitaxel) présente des propriétés anticancéreuses et antileucémigues remarquables.

Le (2R,35)-3-benzoylamino-2-hydroxy-3-phénylpropionate de  4,10-
diacétoxy-2a-benzoyloxy-58,20-&poxy-1,7B-dihydroxy-9-oxo-tax-11-én-13a-yle peut
&tre soit isolé & partir de I'écorce des ifs soit préparé & partir de la baccatine IIT ou de
1a 10-désacétyl-baccatine III selon les procédés qui sont décrits plus particuliérement
dans les demandes de brevets européens EP 0 336 840 ou EP 0 400 971 ou dans la
demande internationale PCT WO 94/07878.

Il a été trouvé que le trihydrate du (2R,3S)-3-benzoylamino-2-hydroxy-3-
phénylpeopionate de 4,10-diacétoxy-2a-benzoyloxy-583,20-époxy-1,73-dihydroxy-9-
oxo-tax-11-2n-13c-yle présente une stabilité tr3s nettement supérieure & celle du
produit anhydre.

~ Selon linvention, le trihydrate du (2R,3S)-3-benzoylamino-2-hydroxy-3-
phénylpropionate de 4,10-diacétoxy-2a-benzoyloxy-58,20-époxy-1,73-dihydroxy-9-
oxo-tax-11-2n-13c-yle peut &tre obtenu aprds cristallisaion du (2R,35)-3-
benzoylamino-2-hydroxy-3-phénylpropionate  de  4,10-diacétoxy-2a-benzoyloxy-
5@,20-époxy-1,7p-dihydroxy-9-oxo-tax-11-8n-13a-yle dans un mélange d'eau et d'un
alcool aliphatique contenant 1 & 3 atomes de carbone, suivi du séchage du produit
obtenu sous pression réduite et ensuite d'un maintien dans une humidité relative
supérieure a 20 % & une température voisine de 25°C,
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Pour la mise en oeuvre du procédé selon linvention, il peut étre
particuliérement avantageux
- de mettre en solution ou en suspension le (2R,3S)-3-benzoylamino-2-hydroxy-3-
phénylpropionate de 4,10-diacétoxy-2a-benzoyloxy-5f,20-époxy-1,7p-dihydroxy-9-
oxo-tax-11-2n-13c-yle dans un alcool aliphatique contenant 1 & 3 atomes de carbone,

- de traiter la solution ou la suspension par de I'eau contenant éventuellement une base
minérale telle que I'hydrogénocarbonate de sodium,

- de séparer les cristaux obtenus, puis

- de les sécher sous pression réduite, puis

- de les maintenir éventuellement en atmosphére dont I'humidité relative est supérieure
a 20 % a une température voisine de 25°C.

Généralement, le (2R,3S)-3-benzoylamino-2-hydroxy-3-phénylpropionate de
4,10-diacétoxy-2a-benzoyloxy-5p3,20-époxy-1,7p-dihydroxy-9-oxo-tax-11-én-13a-yle
est dissous dans un excés de l'alcool aliphatique, de préference le méthanol. De
préférence, la quantité d'alcool est comprise entre 6 et 12 parties en poids par rapport
au (2R,3S)-3-benzoylamino-2-hydroxy-3-phénylpropionate de 4,10-diacétoxy-2o-
benzoyloxy-53,20-époxy-1,73-dihydroxy-9-oxo-tax-11-én-13c-yle mis en oeuvre.

Généralement, l'eau est ajoutée de telie fagon que le rapport pondéral
eau/alcool soit compris entre 3/1 et 1/3. L'eau ajoutée peut contenir jusqu'a 10 % (p/v)
d'une base minérale telle que I'nydrogénocarbonate de sodium de fagon que le pH du
mélange réactionnel soit supérieur ou égal 4 7, de préférence compris entre 7 et 8,
avant la séparation des cristaux.

Le trihydrate de (2R,3S)-3-benzoylamino-2-hydroxy-3-phénylpropionate de
4,10-diacétoxy-2a-benzoyloxy-5p,20-époxy-1,7B-dihydroxy-9-oxo-tax-11-én-13a-yle
qui cristallise est séparé, de préférence par filtration ou centrifugation, puis séché. Le
séchage est effectuf sous pression réduite, comprise entre 1 et 7 kPa, & une
température voisine de 40°C et le produit obtenu est éventuellement maintenu dans
une atmosphére dont Thumidité relative est supérieure & 20 % et & une température
comprise entre 0 et 60°C, de préférence voisine de 25°C,

Pour ]a mise en oeuvre du procédé, il peut étre avantageux d'effectuer la
cristallisation en présence d'acide ascorbique qui est ajouté lors de la dissolution ou de
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1a mise en suspension du (2R,3S)-3-benzoylamino-2-hydroxy-3-phénylpropionate de
4,10-diacétoxy-2a-benzoyloxy-58,20-époxy-1,73-dihydroxy-9-oxo-tax-11-én-13a-yle
dans I'alcool. 11 est possible d'utiliser jusqu'd 1 % en poids d'acide ascorbique. |
Le trihydrate du (2R,3S)-3-benzoylamino-2-hydroxy-3-phéaylpropionate de
5 . 4,10-diacétoxy-2a-benzoyloxy-583,20-poxy-1,78-dihydroxy-9-oxo-tax-11-én-13a-yle
aétéétud:éparmﬂysesﬂzennograwméhqueetcﬂmméhquedﬁ&mﬁeﬂeetpar
diffraction par les rayons X.
Plus particulidrement, I'analyse thermogravimétrique montre une perte de
masse entre 25 et 140°C voisine de 6 %, ce qui correspond & trois molécules deau
10 pour une molécule de (2R,3S)-3-benzoylamino-2-hydroxy-3-phénylpropionate de
4,10-diacétoxy-2a.-benzoyloxy-53,20-époxy-1,7B-dihydroxy-9-oxo-tax-11-én-13a-
yle.
Pour 1a mise en oeuvre du prodédé selon l'invention, lorsque l'on utilise du
paclitaxel semi-synthétique obtenu selon les procédés qui sont décrits par exemple
15 dans les brevets européens EP 0 336 840 ou EP 0 400 971 ou dans la demande
internationale PCT WO 94/07878 qui conduisent intermédiairement au paclitaxel dont
les fonctions hydroxy sont protégées, il est possible d'opérer directement sur la
solution ou sur la suspemsion du (2R,3S)-3-benzoylamino-2-hydroxy-3-
phénylpropionate de 4,10-diacétoxy-2a-benzoyloxy-5@8,20-époxy-1,7f3-dihydroxy-9-
20 oxo-tax-11-2n-13a-yle obtenu aprés élimination des groupements protecteurs des
fonctions hydroxy du cycle taxane et de la chaine latérale. Par exemple, en opérant
dans les conditions de la demande internationalewPCT WO 94/07878, on obtient
intermédiairement le (4S,5R)-3-benzoyl-2-(4-méthoxy-phényl)-4-phényl-1,3-
oxazolidine-5-carboxylate de 4,10-diacétoxy-2a-benzoyloxy-5p8,20-époxy-1-hydroxy-
25  7B-triéthylsilyloxy-9-oxo-tax-11-2n-13a-yle dont les groupements protecteurs peuvent
ére Eliminés au moyen d'acide trifluoroacétique dans le méthanol.
Les exemples suivants illustrent Ia présente invention.

EXEMPLE 1
Dans un réacteur & l'abri de la lumidre, on introduit 5,014 g de (4S,5R)-3-
30  benzoyl-2-(4-méthoxyphényl)-4-phényl-1,3-oxazolidine-5-carboxylate ~ de 4,10-
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diacétoxy-2a-benzoyloxy-5p,20-époxy-1-hydroxy-7{3-triéthylsilyloxy-9-oxo-tax-11-

én-13c-yle dont le titre est de 98 % (4,52 mmoles) et 50 cm3 de méthanol. A la
suspension blanche agitée, on ajoute rapidement 7 cm3 d'acide trifluoroacétique. La
température monte au voisinage de 35°C. Aprés refroidissement & une température

. voisine de 5°C, on ajoute 110 cm3 d'une solution aqueuse dhydrogénocarbonate de

sodium 3 6 % (p/v). Le pH est égal & 7. On sépare les cristaux par filtration sur verre
fritté et les lave par 4 fois 15 cm3 d'un mélange méthanol-eau (30-70 en volumes).
Aprés séchage sous pression réduite & 35°C, on obtient 3,676 g de (2R,3S)-3-
benzoylamino-2-hydroxy-3-phénylpropionate  de  4,10-diacétoxy-2a-benzoyloxy-
5B,20-époxy-1,73-dihydroxy-9-oxo-tax-11-én-13a-yle titrant 93,1 % et contenant
environ 4,8 % d'eau

Le produit obtenu est caractérisé par le diagramme de poudre aux rayons X
représenté par la figure 1.
Le rendement en produit pur est de 89,3 % par rapport & l'ester mis en

oeuvre.

Maintenu dans des conditions d'humidité relative supérieure & 20 %, le
produit se stabilise avec une teneur en eau voisine de 6 %. Le diagramme DPRX
(diagramme de poudre aux rayons X), représenté par la figure 2, montre que le produit
ainsi obtenu se présente sous forme d'un trihydrate (valeur théorique de la teneur en
eau du trihydrate de (2R,3S)-3-benzoylamino-2-hydroxy-3-phénylpropionate de 4,10-
diacétoxy-2a-benzoyl-oxy-58,20-époxy-1,78-dihydroxy-9-oxo-tax-11-én-13a-yle de
5.95 %).

Le diagramme de poudre aux rayons X est réalisé au moyen d'un appareil

| Philips PW 1700°® & tube anti-cathode de cobalt ( Ko = 1,7889 A), le balayage étant

effectué sous un angle de balayage initial de 5° 2-8, de balayage final de 40° 2-6,
avec un pas de 0,02°0 2-0 & raison de 1 seconde par pas et en utilisant une pastille de
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EXEMPLE 2

Dans un réacteur & I'abri de la lumiére, on introduit 3,006 g de (4S,5R)-3-
benzoyl-2-(4-méthoxyphényl)-4-phényl-1,3-oxazolidine-5-carboxylate ~ de  4,10-
diacétoxy-20-benzoyloxy-58,20-époxy-1-hydroxy-7B-triéthylsilyloxy-9-oxo-tax-11-
én-13a-yle dont le titre est de 98 % (2,70 mmoles) et 30 cm3 de méthanol. A la
suspension blanche agitée, on ajoute 6.3 cm3 d'acide trifluoroacétique a 99 %. Aprés
refroidissement & une température voisine de 5°C, on gjoute 7,5 cm3 d'eau
déminéralisée en 15 minutes. On sépare les cristaux par filtration sur verre fritté et les
lave par 3 fois 5 cm3 d'un mélange méthanol-eau (80-20 en volumes) & 5°C. Aprés
séchage sous pression réduite 2 35°C, on obtient 1,989 g de (2R,35)-3-benzoylamino-
2-hydroxy-3-phénylpropionate de 4,10-diacétoxy-2a-benzoyloxy-58,20-&poxy-1,73-
dihydroxy-9-oxo-tax-11-én-13a-yle titrant 97,8 % et contenant environ 6,8 % d'eau

Le rendement est de 84,3 % par rapport 4 I'ester mis en ceuvre.
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REVENDICATIONS

1- Procédé de préparation du trihydrate de (2R,3S)-3-benzoylamino-2-
hydroxy-3-phénylpropionate de 4,10-diacétoxy-2a-benzoyloxy-58,20-époxy-1,73-

- dihydroxy-9-oxo-tax-11-8n-13a-yle caractérisé en ce que l'on cristallise le (2R,3S)-3-

benzoylamino-2-hydroxy-3-phénylpropionate de  4,10-diacétoxy-2a-benzoyloxy-
58,20-époxy-1,7p-dihydroxy-9-oxo-tax-11-2n-13c-yle dans un mélange d'eau et d'un
alcool aliphatique contenant 1 4 3 atomes de carbone, puis séche du produit obtenu
sous pression réduite puis le maintient éventuellement dans des conditions d'humidité
relative supérieures & 20 %.

2 - Procédé selon la revendication 1 caractérisé en ce que le rapport pondéral
eau/alcool est compris entre 3/1 a 1/3.

3 - Procédé selon I'une des revendications 1 ou 2 caractérisé en ce que l'alcool
est le méthanol.

4 - Procédé selon la revendication 1 caractérisé en ce que le séchage est
effectué & un température voisine de 40°C sous pression réduite et que le produit se
stabilise vers 6% d'eau dans une atmosphére dans laquelle I'humidité relative est
supérieure & 20 %.

5 - Procédé selon Ia revendication 1 caractérisé en ce que la cristallisation est
effectuée en présence d'acide ascorbique.

6 - Procédé selon la revendication 1 caractérisé en ce que I'on opére
directement in situ sur l'ester résultant de l'estérification de la baccatine III dont la
fonction hydroxy en -13 est protégée par un dérivé de la 3-phénylisosérine protégé
aprés élimination des groupements protecteurs.

7 - Le trihydrate de (2R,35)-3-benzoylamino-2-hydroxy-3-phénylpropionate
de 4,10-diacétoxy-2a-benzoyloxy-5,20-époxy-1,73-dihydroxy-9-oxo-tax-11-én-13c-
Yle. |
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La présente invention concemne un procédé de préparation du trihydrate de
(2R,3S)-3-benzoylamino-2-hydroxy-3-phénylpropionate ~ de  4,10-diacétoxy-2a-
benzoyl-oxy-53,20-époxy-1,73-dihydroxy-9-oxo-tax-11-én-13a-yle.

Le (2R,3S)-3-benzoylamino-2-hydroxy-3-phénylpropionate  de 4,10
diacétoxy-2a-benzoyloxy-58,20-époxy-1,7p-dihydroxy-9-oxo-tax-11-én-13a-yle (ou
paclitaxel) présente des propriétés anticancéreuses et antileucémiques remarquables.

Le (2R,3S)-3-benzoylamino-2-hydroxy-3-phénylpropionate de 4,10
diacétoxy-2a-benzoyloxy-5f3,20-époxy-1,73-dihydroxy-9-oxo-tax-11-én-13a-yle peut
étre soit isolé & partir de I'écorce des ifs soit préparé & partir de la baccatine III ou de
la 10-désacétyl-baccatine III selon les procédés qui sont décrits plus particuliérement
dans les demandes de brevets européens EP 0 336 840 ou EP 0 400 971 ou dans la
demande internationale PCT WO 94/07878.

1l a été trouvé que le trihydrate du (2R,3S)-3-benzoylamino-2-hydroxy-3-
phénylpropionate de 4,10-diacétoxy-2a-benzoyloxy-5p,20-époxy-1,7B3-dihydroxy-9-
oxo-tax-11-2n-13a-yle présente une stabilité trés nettement supérieure a celle du
produit anhydre. |

Selon linvention, le trihydrate du (2R,3S)-3-benzoylamino-2-hydroxy-3-
phénylpropionate de 4,10-diacétoxy-2a-benzoyloxy-5p3,20-époxy-1,7)3-dihydroxy-9-
oxo-tax-11-én-13c-yle peut &re obtenu aprés cristallisaion du (2R,3S)-3-
benzoylamino-2-hydroxy-3-phénylpropionate  de  4,10-diacétoxy-2a-benzoyloxy-
58,20-époxy-1,7p-dihydroxy-9-oxo-tax-11-én-13c-yle dans un mélange d'eau et d'un
alcool aliphatique contenant 1 & 3 atomes de carbone, suivi du séchage du produit
obtenu sous pression réduite et ensuite d'un maintien dans une humidité relative
supérieure & 20 % a une température voisine de 25°C.

FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26)



- to separate the crystals obtained, then 25 - to dry them under reduced
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~ Pour la mise en oeuvre du procédé selon linvention, il peut étre
particuliérement avantageux
- de metre en solution ou en suspension le (2R,3S)-3-benzoylamino-2-hydroxy-3-
phénylpropionate de 4,10-diacétoxy-2a:-benzoyloxy-53,20-époxy-1,7f3-dihydroxy-9-
oxo-tax-11-én-13a-yle dans un alcool aliphatique contenant 1 & 3 atomes de carbone,
- de traiter la solution ou la suspension par de I'eau contenant éventuellement une base
minérale telle que I'hydrogénocarbonate de sodium,
-de séparer les cristaux obtenus, puis
- de les sécher sous pression réduite, puis
- de les maintenir éventuellement en atmosphére dont I'humidité relative est supérieure
i 20 % a une température voisine de 25°C.

Généralement, le (2R,3S)-3-benzoylamino-2-hydroxy-3-phénylpropionate de
4,10-diacétoxy-2c-benzoyloxy-58,20-époxy-1,73-dihydroxy-9-oxo-tax-11-én-13a-yle
est dissous dans un excés de I'alcool aliphatique, de préference le méthanol. De
préférence, la quantité d’alcool est comprise entre 6 et 12 parties en poids par rapport
au {2R,3S)-3-benzoylamino-2-hydroxy-3-phényipropionate de 4,10-diacétoxy-2c-
benzoyloxy-583,20-époxy-1,73-dihydroxy-9-oxo-tax-11-&n-13a-yle mis en oeuvre.

Généralement, I'eau est ajoutée de telle fagon que le rapport pondéral
eaw/alcool soit compris entre 3/1 et 1/3. L'eau ajoutée peut contenir jusqu'd 10 % (p/v)
d'une base minérale telle que I'hydrogénocarbonate de sodium de fagon que le pH du
mélange réactionnel soit supérieur ou égal & 7, de préférence compris entre 7 et 8,
avant la séparation des cristaux.

Le trihydrate de (2R,3S)-3-benzoylamino-2-hydroxy-3-phénylpropionate de
4,10-diacétoxy-2a-benzoyloxy-503,20-époxy-1,73-dihydroxy-9-oxo-tax-11-én-13a-yle
qui cristallise est séparé, de préférence par filtration ou centrifugation, puis séché. Le

- séchage est effectué sous pression réduite, comprise entre 1 et 7 kPa, 4 une

température voisine de 40°C et le produit obtenu est éventuellement maintenu dans
une atmosphére dont I'humidité relative est supérieure 2 20 % et 4 une température
comprise entre 0 et 60°C, de préférence voisine de 25°C.

Pour la mise en oeuvre du procédé, il peut étre avantageux deffectuer la
cristallisation en présence d'acide ascorbique qui est ajouté lors de la dissolution ou de
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CGenerally, the 4,10-di acet oxy- 2a- benzoyl oxy- |

5[e_r_r_]__20 epoxy- l,_Z.peA:-r_]-—d-l-h-ydr-exy 9- oxeta—tH—er4Sa—yt+——

WO 96/22984 : PCT/FR96/00104
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la mise en suspension du (2R,3S)-3-benzoylamino-2-hydroxy-3-phénylpropionate de

4,10-diacétoxy-2¢c-benzoyloxy-5§3,20-époxy-1,73-dihydroxy-9-oxo-tax-11-én-13a-yle

dans I'alcool. 1l est possible d'utiliser jusqu'd 1 % en poids d'acide ascorbique.

Le trihydrate du (2R,3S)-3-benzoylamino-2-hydroxy-3-phénylpropionate de
4,10-diacétoxy-2a-benzoyloxy-583,20-époxy-1,783-dihydroxy-9-oxo-tax-11-én-13a-yle
a été étudié par analyses thermogravimétrique et calorimétrique différentielle et par
diffraction par les rayons X.

Plus particuliéiement, I'analyse thermogravimétrique montre une perte de
masse entre 25 et 140°C voisine de 6 %, ce qui correspond d trois molécules d'eau
pour une molécule de (2R,3S)-3-benzoylamino-2-hydroxy-3-phénylpropionate de
4,10-diacétoxy-2ca-benzoyloxy-50,20-époxy-1,733-dihydroxy-9-oxo-tax-11-én-13a-
yle.

Pour la mise en oeuvre du prodédé selon I'invention, lorsque l'on utilise du
paclitaxel semi-synthétique obtenu selon les procédés qui sont décrits par exemple
dans les brevets européens EP 0 336 840 ou EP 0 400 971 ou dans la demande
internationale PCT WO 94/07878 qui conduisent intermédiairement au paclitaxel dont
les fonctions hydroxy sont protégées, il est possible d'opérer directement sur la
solution ou sur la suspemsion du (2R,3S)-3-benzoylamino-2-hydroxy-3-
phénylpropionate de 4,10-diacétoxy-2o-benzoyloxy-583,20-époxy-1,7{3-dihydroxy-9-
oxo-tax-11-én-13a-yle obtenu aprés élimination des groupements protecteurs des
fonctions hydroxy du cycle taxane et de la chaine latérale. Par exemple, en opérant
dans les conditions de la demande internationale PCT WO 94/07878, on obtient
intermédiairement le (4S,5R)-3-benzoyl-2-(4-méthoxy-phényl)-4-phényl-1,3-
oxazolidine-5-carboxylate de 4,10-diacétoxy-2a-benzoyloxy-5{3,20-époxy-1-hydroxy-
7B-triéthylsilyloxy-9-oxo-tax-11-&n-13a-yle dont les groupements protecteurs peuvent
étre éliminés au moyen d'acide trifluoroacétique dans le méthanol.

Les exemples suivants illustrent la présente invention.

EXEMPLE 1

Dans un réacteur & I'abri de la lumiére, on introduit 5,014 g de (4S,5R)-3-
benzoyl-2-(4-méthoxyphényl)-4-phényl-1,3-oxazolidine-5-carboxylate  de  4,10-
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(2R, 3S) - 3- benzoyl am no- 2- hydr oxy- 3- phenyl propi onate is di ssolved in
an_excess of the aliphatic al cohol, 5 preferably nethanol. The anount of
al cohol is preferably between 6 and 12 parts by weight relative to
t he 4, 10-di acet oxy- 2a- benzoyl oxy-5[err], 20-epoxy-1, 7[err] -
. di hydr oxy- 9- oxot ax- 11- en- 13a-yl (2R, 3S)-3-benzoyl am no-
WO 96/22984 PCT/FR96/00104

4

diacétoxy-2a-benzoyloxy-5{3,20-époxy-1-hydroxy-7-triéthylsilyloxy-8-oxo-tax-11-
én-13a-yle dont le titre est de 98 % (4,52 mmoles) et 50 cm3 de méthanol. A Ila
suspension blanche agitée, on ajoute rapidement 7 cm3 d'acide trifluoroacétique. La
température monte au voisinage de 35°C. Aprés refroidissement & une température
5 voisine de 5°C, on ajoute 110 cm3 d'une solution aqueuse d’hydrogénocarbonate de
sodium & 6 % (p/v). Le pH est égal & 7. On sépare les cristaux par filtration sur verre
fritté et les lave par 4 fois 15 cm3 d'un mélange méthanol-eau (30-70 en volumes).
Aprés séchage sous pression réduite & 35°C, on obtient 3,676 g de (2R,3S)-3-
benzoylamino-2-hydroxy-3-phénylpropionate de  4,10-diacétoxy-2a-benzoyloxy-
10  5B,20-époxy-1,7B-dihydroxy-9-oxo-tax-11-én-13a-yle titrant 93,1 % et contenant
environ 4,8 % d'eau.

Le produit obtenu est caractérisé par le diagramme de poudre aux rayons X
représenté par la figure 1.

Le rendement en produit pur est de 89,3 % par rapport & l'ester mis en

15 oeuvre.

Maintenu dans des conditions dhumidité relative supérieure & 20 %, le
produit se stabilise avec une teneur en eau voisine de 6 %. Le diagramme DPRX
(diagramme de poudre aux rayons X), représenté par la figure 2, montre que le produit
ainsi obtenu se présente sous forme d'un trihydrate (valeur théorique de la teneur en

20  eau du trihydrate de (2R,3S)-3-benzoylamino-2-hydroxy-3-phénylpropionate de 4,10-
diacétoxy-2a-benzoyl-oxy-53,20-époxy-1,73-dihydroxy-9-oxo-tax-11-én-13a-yle de
5,95 %).

Le diagramme de poudre aux rayons X est réalisé au moyen d'un appareil

Philips PW 1700° 2 tube anti-cathode de cobalt (A Koy = 1,7889 A), Ie balayage étant
25 effectué sous un angle de balayage initial de 5° 2-8, de balayage final de 40° 2-6,
avec un pas de 0,02°0 2-8 i raison de 1 seconde par pas et en utilisant une pastille de

silicium.
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2- hydr oxy- 3- phenyl propi onate used. 10 General ly, water is
added such that the —— water/lal cohol—wet+ght—rat+ro—ts—between—371 and

1/ 3. The wat er added may contain up to 10% (wv) of an inorganic
base such as sodi um hydrogen carbonate, so that the pH of the
 reaction mxture is above or equal to 7, :
WO 96/22984 PCT/FR96/00104
5
EXEMPLE 2

10

Dans un réacteur & I'abri de la lumiére, on introduit 3,006 g de (4S.5R)-3-
benzoyl-2-(4-méthoxyphényl)-4-phényl-1,3-oxazolidine-5-carboxylate =~ de  4,10-
diacétoxy-2a-benzoyloxy-583,20-&poxy-1-hydroxy-7p-triéthylsilyloxy-9-oxo-tax-11-
én-13a-yle dont le titre est de 98 % (2,70 mmoles) et 30 cm3 de méthanol. A la
suspension blanche agitée, on ajoute 6.3 cm3 d'acide trifluoroacétique & 99 %. Aprés
refroidissement 4 une température voisine de 5°C, on ajoute 7,5 cm3 d'eau
déminéralisée en 15 minutes. On sépare les cristaux par filtration sur verre fritté et les
lave par 3 fois 5 cm3 d'un mélange méthanol-eau (80-20 en volumes) & 5°C. Aprés
séchage sous pression réduite & 35°C, on obtient 1,989 g de (2R,3S)-3-benzoylamino-
2-hydroxy-3-phénylpropionate de 4,10-diacétoxy-2a-benzoyloxy-58,20-époxy-1,7(3-
dihydroxy-9-oxo-tax-11-én-13a-yle titrant 97,8 % et contenant environ 6,8 % d'eau.

Le rendement est de 84,3 % par rapport & l'ester mis en oeuvre.
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15 preferably between 7 and 8, before separation of the crystal s.
-The 4, 10-di acet oxy- 2a--henzoyl oxy-5[err], 20- epoxy-
1, 7[ err]-di hydroxy- 9- oxot ax- 11-en-13a-yl (2R, 3S)- 3-
benzoyl am no- 2- hydr oxy- 3- phenyl propi onate tri hydrate 20  which
crystallizes is separated out, preferably by

WO 9622984 PCT/FR96/00104

10

15

- yle.

REVENDICATIONS

1- Procédé de préparation du trihydrate de (2R,3S)-3-benzoylamino-2-
hydroxy-3-phénylpropionate de 4,10-diacétoxy-2a-benzoyloxy-583,20-époxy-1,7p-
dihydroxy-9-oxo-tax-11-&n-13a-yle caractérisé en ce que l'on cristallise le (2R,3S)-3-
benzoylamino-2-hydroxy-3-phénylpropionate  de  4,10-diacétoxy-2a-benzoyloxy-
58.,20-époxy-1,7p-dihydroxy-9-oxo-tax-11-2n-13a-yle dans un mélange d'eau et d'un
alcool aliphatique contenant 1 & 3 atomes de carbone, puis séche du produit obtenu
sous pression réduite puis le maintient éventuellement dans des conditions dhumnidité
relative supérieures 4 20 %.

2 - Procédé selon la revendication 1 caractérisé en ce que le rapport pondéral
eau/alcool est compris entre 3/1 & 1/3.

3 - Procédé selon I'une des revendications 1 ou 2 caractérisé en ce que I'alcool
est le méthanol.

4 - Procédé selon la revendication 1 caractérisé en ce que le séchage est
effectué i un température voisine de 40°C sous pression réduite et que le produit se
stabilise vers 695 d'eau dans une atmosphére dans laquelle I'humidité relative est

supérieure 3 20 %.

5 - Procédé selon la revendication 1 caractérisé en ce que la cristallisation est
effectuée en présence d'acide ascorbique.

6 - Procédé selon la revendication 1 caractérisé en ce que l'on opére
directement in situ sur I'ester résultant de l'estérification de la baccatine III dont la
fonction hydroxy en -13 est protégée par un dérivé de la 3-phénylisosérine protégé
aprés élimination des groupements protecteurs.

7 - Le trihydrate de (2R,3S)-3-benzoylamino-2-hydroxy-3-phénylpropionate
de 4,10-diacétoxy-2a-benzoyloxy-53,20-époxy-1,7B-dihydroxy-9-oxo-tax-11-én-13c-

RN RO A
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and then dried. The

drying is carried

filtration or centrifugation
out—teder reduced-pressure—between 1- : -in
the region of 40[err]C and t he product obtained is optionally
mai ntained in an 25 at nosphere whose relative humdity is greater than
20% and at a tenperature of between O and 60[err]C, preferably
WO 96122984 PCT/FR96/00104
1/2
Q
[ 1
Ty}
o
K=
10
o
(10
<
o
oe°F ' ? <
o ’Eg
EE°6 -+ O 2v-2¢
<4
o
’z" S ———— m
t2°9 e
\\H O . — ]
a !
08°t€ R
$6°0 PTT—
o
- £6°82 S— o
. 2082 3
o gB L2 %‘E' N——
m L4 L ) T K 1 ¥ T . B 1 o‘ v L] ¥ 1 4 T 3 ¥ 13 L] ) |
SN oNMOoOWNOoIN OIN omoiwn o
SoCocNTDNDYT NUO cCowNw a:%% 5359 g?:?
XN T MU~ 00O o DITMN~~0O0 o o
Figure la Figure 1b
FIGURE 1

FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26)



in the region of 25[err]C

pr qcess,

In order to carry out the
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advant ageous to performthe crystallization in the presence of
ascorbic acid which is added during the di ssol ution or suspendi ng of
t he 4, 10- di acet oxy- 2a-

benzoyl oxy-5[err], 20- epoxy-@?{,ﬁoro]mﬁ&gﬂm& HrePreCriR tRoperkL - €N- 5 13a- yI

(2R33S)-3-benzoylanino-2-hy oXY- 3- Internatiorahefmice pr opi onate in the al coho
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up*to 1% by wei ght of ascorbic acid.

4, I0- Di acet oxy- 2a- benzoyl oxy-5[err], 20- epoxy-

1,7[ err]-di hydroxy- 9- oxot ax-11-en-13a-yl (2R 3S)-3- 10

benzoyl am no- 2- hydr oxy- 3- phenyl propi onate tri hydrate has been studied

by thernogravinetric and differential ONYFRI W netric anal yses and by
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More particularly, t'he thernogravinetric anal ysis shows a | oss of
mass between 25 and 140[err]Cin 15 the region of 6% which corresponds

to & hree nol ecul es of water per one nol ecul e of 4, 10-di acet oxy- 2a-
benzoyl oxy-5[err], 20- epoxy-1, 7[ err]-di hydr oxy- 9- oxot ax- 11- en- 13a-yl
(2R, 39) - 3- benzoWmra g 2089/dr oxy- 3- 1 PCT/FRS6/00104

PROCESS FOR THE PREPARATION OF 4,10-DIACETOXY-

200-BENZOYLOXY-58, 20~-EPOXY-1, 78-DIHYDROXY-9~0XO-

TAX-11-EN-130-YL (2R,3S) -3-BENZOYLAMINO-2-
HYDROXY -3 ~-PHENYLPROPIONATE TRIHYDRATE

5 The present invention relates to a process
for the preparation of 4,10-diacetoxy-2a-benzoyloxy-
58,20-epoxy-1,78-dihydroxy-9-oxotax-1ll-en-13a-yl
(2R,3S)—3-benzoy1amino-2-hydroxy-B-phen&lpropionate
trihydrate.

10 4,10-Diacetoxy-2c-benzoyloxy-58,20-epoxy-~ -
- 1,7B-dihydroxy-9-oxotax-1l-en-13a-yl (2R,38)-3-
| benzoylamino-2-hydroxy-3-phenylpropionate (or
paclitaxel) has noteworthy anticancer and antileukaemia
properties. _ |
15' 4,10-Diacetoxy-Za-benéoyloxy-Sﬁ,20-epoxy-
1,78-dihydroxy-9-oxotax-l1ll-en-13a-yl (2R,38)-3-
benzoylamino—z—hydroxy-3-phenylpropionate may either be
isolated frqm yew bark or prepared from baccatin III or
from 10-desacetylbaccatin III according to the
20 processes which are described more particularly in
European patent applications EP 0,336,840 or EP
0,400,971 or -in PCT international application WO
94/07878. | |
It has been found that 4,1l0-diacetoxy-2c-
25 benzoyloxy-58,20-epoxy-1,78-dihydroxy-9-oxotax-1ll-en-
13a~yl (2R, 38)-3-benzoylamino-2-hydroxy-3-

" phenylpropionate trihydrate has a étability which is

tH%BmmRTmmw
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phehyl propi onate. 20 In order to carry out the process

accordi ng to the invention, when sem -synthetic paclitaxel is .
used, which is obtained according to the processes descri bed, for
exanpl e, in European patents EP O, 336, 840 or EP 0,400,971 or in

I nt ernational PCT 2

markedly superior to that of the anhydrous product.
According to the invention, 4,10-diacetoxy-

2a-benzoyloxy-55,20-epoxy-1,7B-dihydroxy-9-oxotax—11-

eﬁ-13a-y1 (2R, 38) -3-benzoylamino-2-hydroxy-3-

5 phenylpropionate trihydrate may bé obtained after
crystallization of 4,10-diacetoxy-2a-benzoyloxy-58,20-
epoxy-l,7B-dihydroxy-9-oxotax-11Fen-13a-y1 (2R, 38) -3-
benzoylamino-2-hydroxy-3-phenylpropionate from a
mixture of water and an aliphatic alcohol containing 1

10 to 3 c;rbon atoms, followed by drying of the product
cbtained then is dried under reduced pressure and then
maintained in a relative humidity of greater than 20%
at a temperature in the region of 25°C,

In order to carry out the process according.

15 to the invention, it may be particularly advantageous
- to dissolve or suspend the 4,10-&iacetoxy-2a- .
benzoyloxy-58,20-epoxy-1,78-dihydroxy-9-oxotax-1ll-en-
13a-yl (2R,38)-3-benzoylamino-2-hydroxy-3-
phenylpropionate in an aliphatic alcohol containing 1

20 . to 3 carbon atoms,

- to treat the solution or the suspension with water
optionally containing an inorganic base such as sodium
hydrogen carbonate,

- to separate the crystals obtained, then

25 - to dry them under reduced pressﬁre, and then
- optionally to maintain them in an atmosphere whose
relative hﬁmidity is greater than 20% $t a temperature

in the region_éf'25°c.

This Sheet Has Been Rei

TN



25 * application WO 94/07878 which lead to a paclitaxel rnternedi ate
whose hydroxyl functions are protected, it I s possible to work
directly on the 4, 10-di acet oxy- 2a-
benzoyl oxy-5[err], 20- epoxy-1, 7[ err]-di hydr oxy- 9- oxot ax- 11- en-

3

Generally, the 4,10-diacetoxy-2a-benzoyloxy—
58,20-epoxy-1,78-dihydroxy-9-oxotax-l1l-en-~13a-yl
(2R, 38) -3-benzoylamino-2-hydroxy-3-phenylpropionate is
dissolved in an excess of the aliphatic alcohol,

5 .preferably methanol. The amount of alcohol is
preferably between 6 and 12 parts by weight relative to
the 4,10-diaeetoxy-2a-benzoyloxy-55,20-epoxy-1,75-
dihydroxy-9-oxotax-ll-en-13a-yl (2R,38)-3-benzoylamino-
2-hydroxy—3-phenylpropienate used.

10 Generally, water is added such that the
water/alcohol weight ratio is between 3/1 and 1/3. The
water added may contain up to 10% (w/v) of an inorganic
"base sﬁch as sodium hydrogen carbonate, so that the pH
of the reaction mixture is above or equal to 7,

15 preferably between 7 and 8, before separation of the
crystals.

The 4,10-diacetoxy-2a-benzoyloxy-58,20-epoxy-
1,78-dihydroxy-9-oxotax-l1l-en-13a-yl (2R,38)-3-
benzoylamino-2-hydroxy-3-phenylprepionate trihydrate

20 which crystallizes is separated out, preferably by
filtration or centrifugatien, end then dried. The
drying is carried out under reduced pressure, between 1
and 7 kPa, at a temperature in the region-cf 40°C and
the product obtained is dptioﬁally maintained in an

25 atmosphere whose relative humidity is greater than 20%
and at a temperature of between.o and 60°C, preferably
in the region of 25°C. |

In order to carry out the process, it may be
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13a-yl (2R, 3S)-3-benzoyl am no- 2- hydr oxy- 3- | phenylpropfonate sol ution
or ‘'suspensi on obtained after renmoval of the protecting groups from

t he hydroxyl

10

15

20

25

4

advantageous to perform the crystallization in the
presence of ascorbic acid which is added during the
dissolution or suspending of the 4,10-diacetoxy-2c-
benzoyloxy-58,20-epoxy-~1,78-dihydroxy-9-oxotax-1l-en-
13-yl (2R, 38)-3-benzoylamino-2-hydroxy-3-
phenylpropionate in the alcohol. It is possible to use
up to 1% by weight of ascorbic acid.

| 4,10-Diacetoxy-2a-benzoyloxy-58,20-epoxy-
1,78-dihydroxy-9-oxotax-1ll-en-13a-yl (2R,38)-3-
benzoylamino-2-hydroxy-3-phenylpropionate trihydrate
has been studied by thermogravimetric and differential
calorimetric analyses and by X-ray diffraction.

More particularly, the thermogravimetric
analysis shows a loss of mass between 25 and 140°C in
the region of 6%, which corresponds to three molecules
of water per one molecule of 4,l0-diacetoxy-2a-
benzoyloxy-Sﬁ,20—epoxy-1,7B—dihydroxy-9-oxotax-ll-en-

13-yl (2R,38)-3-benzoylamino-2-hydroxy-3-

phenylpropionate.

In order to carry out the process according
to the invention, when semi-synthetic paclitaxel is

used, which is obtained according to the processes

_ described, for e#ample, in European patenﬁs

EP 0,336,840 or EP 0,400,971 or in international PCT

. application WO 94/07878 which lead to a paclitaxel

intermediate whose hydroxyl functions are protected, it
is possihle to work directly on the 4,10-diacetoxy-2«-

benzoyloxy-SB,20-epoxy-1,7B-dihydroxy-9-oxotéx-11-en-'

This Sheet Has Been Re
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furctions of the taxane ring and of the side chain. For 5 exanpl e, by

wor'ki ng under the conditions of I nternational PCT application WO

94707878, the i nternedi ate 4, 10-di acet oxy- 2a

- benzoyl oxy-5[err], 20- epoxy-

1-hydroxy-7[err]-tr|ethylS|IyIoxy-9-oxotax1i1-en-13a-y|

(4S, 5R) - 3- benzoyl - 2- (4- et hoxyphenyl ) - 4- phenyl - 1, 3-
13a-yl (2R, 38)-3-benzoylamino-2-hydroxy-3-
phenylpropionate solution or suspension obtained after
removal of the protecting groups from the hydroxyl
functions of the taxane ring aﬁd of the side chain. For

5 example, by working under the conditions of

international PCT application WO 94/07878, the
intermediate 4,10-diacetoxy-Zanenzoyloxy-Sﬁ,20-epoxy-
l-hydroxy-78-triethylsilyloxy-9-oxotax-11l-en-13a-yl
(48,5R) -3-benzoyl-2- (4-methoxyphenyl) -4-phenyl-1,3-

10 oxazolidine-5-carboxylate is obtained in which the
protecting groups may be removed using trifluoroacetic
acid in methanol.

The examples which follow illustrate the
present invention.

15 EXAMPLE 1

5.014 g of 4,10-diacetoxy-2a-benzoyloxy-
55,20-epoxy-1-hydroxy-?ﬁ-tfiethylsilyloxy-9-oxotax-11-
en-13a-yl (4S,5R)-3-benzoyl-2- (4-methoxyphenyl) -4-
phenyl-1,3-oxazolidine-5-carboxylate assaying at 98%

20 (4.52 mmol) and 50 cm® of methanol are introduced intb a
reactor sheltered from the light. 7 cm® of
trifluoroacetic acid are added rapidly to the stirred
white suspension. The temperature rises to about 35°C.
After cooling to a temperature of about 5°C, 110 cm® of

25 aqueous 6% (w/v) sodium hydrogen carbonate solution are
added. The pH is equal to 7. The crystals are separated

out by filtration on a sinter funnel and are washed

with 4 times 15 cm’® of a methanol/water mixture (30/70
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10+ oxazolidine-5-carboxylate is obtained in which the

groups may be renoved using trifluoroacetic acid in nethanol.
The exanples which followillustrate the present invention. 15
EXAMPLE 1 :

6

10

15

20

25

by volume). After drying under reduced pressure at
35°C, 3.676 g of 4,10-diacetoxy-2a-benzoyloxy-58,20-
epoxy-1,78-dihydroxy-9-oxotax-11-en-13a-yl (2R,38)-3-
benzoylamino-2-hydroxy-3-phenylpropionate assaying at
93.1% and containing abouf 4.8% water are obtained.

The product obtained is'characterized by the
X-ray powder diagram represented in Figure 1.

The yield of pure product is 89.3% relative
to the ester used.

When maintaingd under relative humidity
conditions of greater than 20%, the product stabilizes
with a water content of about 6%. The XRPD diagram
(X-ray powder diagram), represented in Figure 2, shows
that the product thus obtained is in the form of a
trihydrate (theoretical value of the water content in

the 4,10-diacetoxy-2a-benzoyloxy-58,20-epoxy-1,78-

dihydroxy-9-oxotax-1ll-en-13a-yl (2R, 38)-3-benzoylamino-

2-hydroxy-3-phenylpropionate trihydrate of 5.95%).

The X-ray powder diagram is obtained using a

Philips PW 1700° machine with a cobalt anti-cathode tube

(A K, = 1.7889 &), the sweeping being performed at an

initial sweep angle of 5° 2-0, final sweep angle of 40°

2-0, with an increment of 0.02°0 2-0 at a rate of 1
second per increment and using a silicon pastille.
EXAMPLE 2

3.006 g of 4,10-diacetoxy-2a-benzoyloxy-

58,20-epoxy-1-hydroxy-78-triethylsilyloxy-9-oxotax-11-

en-l3a~yl (4S,5R)-3-benzoyl-2- (4-methoxyphenyl) -4-

protecting

This Sheet Has Been Replaced
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5.014 g of 4, 10-di acet oxy- 2a- benzoyl oxy-
S5[err], 20-epoxy-1-hydroxy-7[err]-triethylsilyloxy- 9 oxot ax- 11-
en-.13a-yl (4S, 5R) - 3-benzoyl - 2- (4- met hoxyphenyl ) - 4-
phenyl 1, 3-oxazol i di ne-5-carboxyl ate assaying at 98% 20 (4.52 mmol) and
50 cn{err] of nmethanol are introduced into & reactor sheltered from
the light. 7 cnferr] of
phenyl-1,3-oxazolidine-5-carboxylate assaying at 98%
(2.70 mmol) and 30 cm’ of methanol are introduced into a
reactor sheltered from the light. 6.3 cm® of 99%
. trifluoroacetic acid are added to the stirred white
5 suspension. After cooling to a temperature of about
5°C, 7.5 cm® of demineralized water are added over 15
minutes. The crystals are separated out by filtration
on a sinter funnel and are washed with 3 times 5 cm® of
a methanol/water mixture (80/20 by volume) at 5°C.

10 After drying under reduced pressure at 35°C, 1.589 g of
4,10-diacetoxy-2a-benzoyloxy-58,20-epoxy-1,78-
dihydroxy-9-oxotax-l1ll-en-13a-yl (2R, 3S)-~3-benzoylamino-
2-hydroxy-3-phenylpropionate are obtained, assaying at
97.8% and containing about 6.8% water.

15 The yield is 84.3% relative to the ester

used.
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tri-fl uoroacetic acid are added rapidly to the stirred VJI’S!!
Af
( m

et Has Been Replaced
suspension. The tenperature rises to about 35 err]C
a tenperature of about 5C, 110 cnferr] of 25 aqueous 6% L”jmwym“iﬂ
hydr ogen carbonate solution are added. The pHis equal to 7.
crystals are seworas@gd2984 out by filtratg on on a sintepcfyFReb/a0mM04re.
washed
CLAIMS
1. Process for the preparation of 4,10-
diacetoxy-2a-benzoyloxy-58,20-epoxy-1,78-dihydroxy-9-
oxotax-ll-en-13a-§1 (2R, 38) -3-benzoylamino-2-hydroxy-3-
5 phenylpropionate trihydrate, characterized in that
4,10-diacetoxy-2a-benzoyloxy-58,20-epoxy-1,78-
dihydroxy-9-oxotax-1ll-en-13a-yl (2R, 38)-3-benzoylamino-
2-hydroxy-3-phenylpropionate is crystallized from a
mixture of water and an aliphatic alcohol containing 1
10 to 3 carbon atoms, then the product obtained is dried
under :eduéed pressure and then optionally maintained
under relative humidity conditions of greater th;n 20%.
2. Process according to claim 1,
characterized in that the water/alcohol weight ratio is
15 between 3/1 to 1/3.
3. Process according to either of claimg 1
and ‘2, characterized in that the alcohol is methanol.
4. Procesé according to claim 1,
chﬁracterized in that the drying is carried out at a
20 temperature in the region of 40°C under reduced
pressure and that the product stabilizes at about 6%
water in an atmosphere in which the relative humidity
is greater than 20%.
5. Process according to claim 1,
25 characterized in that the crystailization is carried
out in the presence of ascorbic acid.
-6. Process according to claim 1,

characterized_in that the process is perfdrmed directly

AR




Wi th 4 tinmes 15 cnferr] of a nethanol/water m xture (30/70
6 - by volune). After drying under reduced pressure at

9
in gitu on the ester resulting from the esterification
of baccatin III, whose 13-hydroxy fuhctioﬁ is
protected, with a protected S-phenylisoserine
derivative after removal of the protecting groups.
5 | 7. 4,10—Diacetoxy-2a-benzoyloxy-Sﬁ,20j
epoxy-l,7B-dihydroxy-9-oxotax-;l-en-lBa-yl (2R, 38)-3-

benzoylamino-2-hydroxy-3-phenylpropionate trihydrate.
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35[err] C, 3.676 g of 4, 10-di acet oxy-2a-benzoyl oxy-5[err], 20-
epoxy-1, 7[ err] - di hydroxy- 9- oxot ax- 11-en-13a-yl (2R 3S)-3- _
benzoyl am no- 2- hydr oxy- 3- phenyl propi onat e assayi ng at 5 93. 1% and
.cont ai ni ng about 4.8% wat er are obtai ned. The product

‘obt ai ned i goygassst eri zed by the X-ray powder di agr apema@Esaeat ed in
Figure 1. 1/2
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Thet yield of pure product is 89.3%relative to the ester used. 10

When mai ntai ned under relative humdity conditions of greater than
20% the product stabilizes with a water content of about 6% The
XRPD di agram (X-ray powder diagran), represented in Figure 2, shows
WO 56/22984 PCT/FR96/00104
2/2
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that the product thus obtained is in the formof a 15 trihydrate
(theoretical value of the water content in t he

4;°10-
di hyd
2- hyd
X-ray

—acet-oxy- 2a- benzoyl oxy-5[err], 20- epoxy 1, 7[err]-

B

ERRECTR: qxot ax- 11- en- 133; Y| E%gm’réh na%“'% bRy

exy—-phenyl propi onate tri ﬁl,*elaa
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20:  Philips PW1700 machine with a cobalt anti-cathode tube ([err]

Klerr] = 1.7889 [err]), the sweeping being perforned at an initial
‘'sweep angle of 5[err] 2-[err], final sweep angle of 40[err] 2-[err],
‘with an increment of 0.02[err]0 2-[err] at a rate of 1 second per

i ncrement and using a silicon pastil| WY FOSINORMIIBN D £ 2
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3.006 g of 4,10-di acet oxy-2a-benzoyl oxy- .

5[err], 20- epoxy- 1- hydroxy-7[err]-triethylsilyl oxy-9-oxotax-11-

en-13a-yl (4S, SR)-3-benzoyl - 2- (4- met hoxyphenyl ) - 4- '

| WO 96/22984 1 | PCT/FR96/00104
PROCESS FOR THE PREPARATION OF 4,10-DIACETOXY-
2¢0-BENZOYLOXY - 5§. £ 20 -EPOXY— 1,78-DIHYDROXY-9-0X0-
. TAX-11-EN-13a-YL (2R, 38) -3-BENZOYLAMINO-2-

HYDROXY -3 -PHENYLPROPIONATE TRIHYDRATE

5 The present invention relates to a process
for the preparation of 4,10-diacetoxy-2a-benzoyloxy-
56,20-e§oxy-1,7ﬁ-dihydroxy-9-oxotax-11-en-13a-yl
(2R, 38) -3-benzoylamino-2-hydroxy-3-phenylpropionate
trihydrate.

- 10 4,10-Diacetoxy-2a-benzoyloxy-~58,20-epoxy- -
1,78-dihydroxy-9-oxotax-l1ll-en-13ca-yl (2R,38)-3-
benzoylamino-2-hydroxy-3-phenylpropionate (or
paclitaxel) has noteworthy anticancer and antileukaemia
properties.

15 4,10-Diacetoxy-2a-bénzoyloxy-56,20-epoxy-
1,7B-dihydroxy-9-oxbtax-ll-en-lBa-yl (2R,38) -3~
benzoylamino-2-hydroxy-3-phenylpropionate may either be
isolated from yew bark or prepared from baccatin III or
from l0-desacetylbaccatin III according to the

20 processes which are described more particularly in
European patent applications EP 0,336,840 or EP
0,400,971 or in PCT international application WO
94/07878. ‘

It has been found that 4,10-diacetoxy-2a-

25 benzoyloxy-Sﬁ,20-epoxy-1,7ﬁadih§droxy-9-oxotax-11-en-

13-yl (2R, 3S)-3-benzoylamino-2-hydroxy-3-
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7 . phenyl - 1, 3- oxazol i di ne-5- car boxyl ate assayi ng at 98% (2.70
mpl ) and 30 cnjerr] of nethanol are introduced into a react or
sheltered fromthe light. 6.3 cnferr] of 99% trifluoroacetic acid are
added to the stirred white

2

phenylpropionate trihydrate has a stability which is
markedly superior to that of the anhydrous product.
According to the invention, 4,10-diacetoxy-
2a-benzoyloxy-58,20-epoxy-1,78-dihydroxy-9-oxotax-~11-
5 en-13a-yl (2R, 38)-3-benzoylamino-2-hydroxy-3-

phenylpropionate trihydrate may be obtained after
crystallization of 4,l0-diacetoxy-2a-benzoyloxy-58,20-
epoxy-1,78-dihydroxy-9-oxotax-1ll-en~13a-yl (2R, 3S)-3-
benzoylamino-2-hydroxy-3-phenylpropionate from a

10 mixture of water and an aliphatic alcohol containing 1
to 3 carbon atoms, followed by drying of the product
obtained then is dried under reduced pressure and then
maintained in a relative humidity of greater than 20%
at a temperature in the region of 25°C. |

15 In order to carry out the process.according .
to the invention, it may be particularly advantageous
~ to dissolve or suspend the 4,10-diacetoxy-2a-
benzoyloxy-58,20-epoxy-1,78-dihydroxy-9-~oxotax-1l-en-
13c-yl (ZkLBS)-3-benzoy1amino-2-hydroxy-B- |

20 phenylpropionate in an aliphatic alcohol containing 1
to 3 carbon atoms,
- to treat the solution 6r the suspension with water
optionally containing an inorganic base such as sodium
hydrogen carbonéte,

25 - to separate the crystals obtained, then
- to dry them under reduced pressure, and then

- opticnally to maintain them in an atmosphere whose
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5 . suspension. After cooling to a tenperature of about 5[err]C, 7.5

cnf'err] of dem neralized water are added over 15 - mnutes. The
crystals are separated out by filtration on a sinter funnel and are
washed with 3 tinmes 5 cnferr] of a net hanol /water m xture (80/20 by

volune) at 5[err]C 10 After drying undey reduced pressure at 35[err]C, -

1.989 g of = = .
relative humidity is greater than 20% at a temperature
in the region of 25°C.

Generally, the 4,10-diacetoxy-2a-benzoyloxy-
58,20 -epoxy-1,78-dihydroxy-9-oxotax-11l-en-13a-yl

5 (2R, 38) -3-benzoylamino-2-hydroxy-3-phenylpropionate is
dissolved in an excess of the aliphatic alcohol,
preferably methanol. The amount of alcohol is
preferably between 6 and 12 parts by weight relative to
the 4,10-diacetoxy-2a-benzoyloxy-58,20-epoxy-1,78-

10 dihydroxy-9-oxotax-ll-en-13a-yl (2R, 38)-3-benzoylamino-
2-hydroxy-3-phenylpropionate used.

Geneially, water is added such that thé
water/alcohol weight ratio is between 3/1 and 1/3. The
water added may contain up to 10% (w/v) of an inorganic

15 Dbase such as sodium hydrogen carbonate, so that the pﬁ
of the reaction mixture is above or equal to 7, '
preferably between 7 and 8, before separation of the
crystals. _

The 4,l0-diacetoxy-2a-benzoyloxy-58,20-epoxy-

20 1,78-dihydroxy-9-oxotax-l1ll-en-13a-yl (2R,38)-3-
benzoylamino-2-hydroxy-3-phenylpropionate trihydrate
which crystallizes is separated out, preferably by
filtration or centrifugation, and then_dried. The
drying is carried out under reduced pressure, between 1

25 and 7 kPa, at a temperature in tﬁe region of 40°C and
'the product obtained is optionally maintained in an

atmosphere whose relative humidity is greater than 20%
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4,10- di acet oxy- 2a- benzoyl oxy-5[err], 20- epoxy-1, 7[err]-
di Hydr oxy- 9- oxot ax- 11-en- 13a-yl (2R, 3S) - 3-benzoyl am no-

2- hydr oxy- 3- phenyl propi onate are obtai ned, assaying at 97. 8% and
‘cont ai ni ng about 6.8% water. 15 The yield is 84.3%relative to
the ester used. _ 4

and at a temperature of between 0 and 60°C, preferably
in the region of 25°C.

In order to carry out the process, it may be
advantageous to perform the crystallization in the

5 presence of ascorbic acid which is added during the
dissolution or suspending of the 4,l0-diacetoxy-2a-
benzoyloxy-58,20-epoxy-1, 78-dihydroxy-9-oxotax-1ll-en-
13a—y1_(2R,3S);3-benzoylamino-z—hydroxy—B-
phenylpropionate in thé alcohol. It is possible to use

10 up to 1% by weight of ascorbic acid.
4,10-Diécetoxy-2d-benzoyloxy-Sﬁ,20-epoxy-‘.
1,78~-dihydroxy-9-oxotax-11l-en-13«-yl (2R, 38)-3-
benzoylamino-2-hydroxy-3-phenylpropionate trihydrate
has been studied by thermogravimetric and differential
15 calorimetric analyses and by X-ray diffractiom.

More particularly, the thermogravimetric
analysis shows a loss of mass between 25 and 140°C in
the region of 6%, which corresponds to three molecules
of water per one molecule of 4,10-diacetoxy-2a-

20 benzoyloxy-58,20-epoxy-1,78~-dihydroxy-9-oxotax-l1ll-en-
| 13-yl (2R,3S)-3-benzoylamino-z-hydroxy-3-
phenylpropionate.

In order to carry out the proceés according
to the invention, when sémi-synthetic paclitaxel is

25 used, which is obtained acco:ding to the processes
described, for example, in Eurobean patents

EP 0,336,840 or EP 0,400,971 or in international PCT
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WD- 96/ 22984 | 8 PCT/ FR96/ 00104
CLAI M5 I
5
application WO 94/07878 which lead to a paclitaxel
intermediate whose hydroxyl functions are protected, it
is possible to work directly on the 4,10-diacetoxy-2a-
benzoyloxy-gﬁ,20-epoxy-1,7ﬁ-dihydroxy-9-oxotax-ll-en-

5 13-yl (2R, 38)-3-benzoylamino-2-hydroxy-3-
phenylpropionéte solution or suspension obtained after
removal of the protecting groups from the hydroxyl
functions of the taxane ring and of the side chain. For
example, by working under the conditions of

10 internatiorial PCT application WO 94/07878, the
intermediate 4,10-diacetoxy-2a-benzoyloxy-58,20-epoxy-
l1-hydroxy-78-triethylsilyloxy-9-oxotax-ll-en-13a-yl
(4S,5R) -3-benzoyl-2- (4-methoxyphenyl) -4-phenyl-1,3-
oxazolidine-5-carboxylate is obtained in which the

15 protecting groups may be removed using trifluorcacetic.
acid in methanol.

The examples which follow illustrate the
' present invention.
EXAMPLE 1

20 | 5.014 g of 4,10-diacetogy-Za-benzoyloxy-
58,20-epoxy-1-hydroxy-78-triethylsilyloxy-9-oxotax-11-
en-13a-yl (4S,5R)-3-benzoyl-2-(4-methoxyphenyl) -4-

- phenyl-1,3-oxazolidine-5-carboxylate assafing at 98%
(4.52 mmol) and 50 cm® of methanol are introduced into a

25 = reactor sheltered from.thellight. 7 em® of

trifluorocacetic acid are added rapidly to the stirred

white suspension. The temperature rises to about 35°C.
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1.-Process for the preparation of 4,10- .

di dacet oxy-2a- benzoyl oxy-5[err], 20-epoxy-1, 7[ err]-di hydr oxy- 9-
oxot ax- 11-en-13a-yl (2R, 3S)-3-benzoyl ani no- 2- hydr oxy- 3- 5
phenyl propi onate tri hydrate, characterized in that 4,
10- di acet oxy- 2a- benzoyl oxy-5[err], 20- epoxy-4, 7[err] -

di hydr oxy- 9- oxot ax- 11-en- 13a-yl (2R, 3S)- 3-benzoyl am no-

10

15

20

25

After cooling to a temperature of about 5°C, 110 cm’® of

‘aqueous 6% (w/v) sodium hydrogen carbonate solution are

added. The pH is equal to 7. The cryétals are. separated
out by filtration on a sinter funﬁel and are washed
with 4 times 15 cm® of a methanol/water mixture (30/70
by volume). After drying under reduced pressure at
35°C, 3.676 g of 4,10-diacetoxy-2a-benzoyloxy-58,20-
epoxy-1l,78-dihydroxy-9-oxotax-ll-en-13a-yl (2R, 38)-3-
benzoylamino-2-hydroxy-3-phenylpropionate assaying at
93.1% and containing about 4.8% watér are obtained.

The product obtained is characterized by the
X-ray powder diagram :epresented in Figure 1.

The yield of pure product is 89.3% relative
to the ester. used.

When maintained under relative humidity
conditions of greater than 20%, the product stabilizes
with a water content of about 6%. The XRPD diagram
(X-ray powder diagram), represented in Figure 2, shows
that the product thus obtained is in the form of a
trihydrate (theoretical value of the water content in
the 4,10-diacetoxy-2a-benzoyloxy-58,20-epoxy-1,78-
dihydroxy-9-oxotax-ll-en-13a-yl (2R, 3S)-3-benzoylamino-
2-hydroxy-3-phenylpropionate trihydrate of 5.95%).

The X-ray powder diagfam is obtained using a
Philips PW 1700° machine with a cobalt anti-cathode tube
(A K, = 1.7889 A), the sweeping being performed at an

initial sweep angle of 5° 2-0, final sweep angle of 40°
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2thdroxy-3-phenylpropionate.is crystallized froma m xture of water
and an aliphatic al cohol containing 1 10 to 3 carbon atons, then the

product obtained is dried under reduced pressure and then optionally
‘mai nt ai ned . under relative humdity conditions of greater than 20%
2. Process according to claim1, -7 '

2-0, with an increment of 0.02°0 2-6 at a rate of 1
second per increment and using a silicon pastille.
EXAMPLE 2

3.006 g of 4,10-diacetoxy-2a-benzoyloxy-

5 - 58,20-epoxy-l-hydroxy-78-triethylsilyloxy-9-oxotax-11-
en-13c-yl (4S,5R)-3-benzoyl-2- (4-methoxyphenyl) -4-
phenyl-l,3-oxazolidine—S-carboxylate assaying at 98%
(2.70 mmol) and 30 cm® of methanol are introduced into a
reactor sheltered from the light. 6.3 cm® of 99%

10 trifluorocacetic acid are added to the stirred white
suspension. After cooling to a temperature of about -
5°C, 7.5 cm® of demineralized water are added over 15
minutes. The crystals are separated out by filtration
on a sinter funnel and are washed with 3 times 5 cm® of

15 a methanol/water mixture (80/20 by volume) at 5°C.
After drying under reduced pressure at 35°C, 1.989 g of
4,1b-diacetoxy-2a-benzoyloxy-53,20-epoxy-1,7ﬂ-
dihydroxy-9-oxotax-1l-en-13a-yl (2R, 38)-3-benzoylamino-
2-hydroxy-3-phenylpropionate are obtained, assaying at

20 97.8% and containing about 6.8% water.

The yield is 84.3% relative to the ester

used.
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characterized in that the water/al cohol weight ratiois 15 between 3/1

to, "1/ 3. 3. Process according to either of clains 1

and 2, characterized in that the al cohol is methanol. 4.

Process according to claim1, characterized in that the drying is

carried out at wo 96/22984 ' 8 PCT/FR96/00104
CLAIMS |

1. Process for the preparation of 4,10-
diacetoxy-2a-benzoyloxy-58,20-epoxy-1,78-dihydroxy-9-
oxotax~ll-en-13a-yl (2R, 38)-3-benzoylamino-2-hydroxy-3-

5 phenylpropionate trihydrate, characterized in that
4,1l0-diacetoxy-2a-benzoyloxy-58,20-epoxy-1,78-
dihydroxy-9-oxotax-ll-en-13a-yl (2R, 3S)-3-benzoylamino-
2-hydroxy-3-phenylpropionate is crystallized from a
mixture of water and an aliphatic alcohol containing 1

10 to 3 carbon atoms, then the product obtained is dried
under reduced pressure and then optionally maintained
under relative humidity conditions of greater than 20%.

2, Process according to claim 1,

characterized in that the ﬁater/alcohol weighﬁ ratio is
15 between 3/1 to 1/3. |

3. Process according to either of claims 1
and 2, characterized in that the alcohol is methanol.

4, Process according to claim 1,
characterized in that the drying is carried out at a

20 temperature in the region of 40°C under reduced
éressure and that the product stabilizes at about 6%
water in an atmosphere iﬁ which the relative humidity
is_greater than 20%.

5. érocess according to claim 1,

25 characterized in that the crystallization is carried
out in the presence of ascorbic acid.

6. Process according to claim 1,
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20. tenperature in the region of 40[err] C under reduced pressure and

that the product stabilizes at about 6% wat er in an atnosphere in
which the relative humdity is greater than 20% . 5.
Process according to claimi1, 25 characterized in that the :

crystallization is carried 9

| characterized in that the process is performed directly
in situ on the ester resulting from the esterification
of baccatin III, whose 13-hydroxy function is
protected, with a pfqtected B8-phenylisoserine

5 derivative after removal of the protecting groups.

| 7. 4,10-Diacetoxy-2c-benzoyloxy-58,20-
epoxy-1,78-dihydroxy-9-oxotax-1ll-en-13a-yl (2R, 38)-3-

benzoylamino-2-hydroxy-3-phenylpropionate trihydrate.:
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out in the presence of ascorbic acid. - 6. Process
according to claim1, characterized in that the process is perforned.
di ! ectly WO 9622984 PCT/FR96/00104
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9 in situ on the ester resulting fromthe esterification of baccatin II1,
whose 13-hydroxy function is protected, with a protected

[err]-phenyl P‘Q%@Fﬂie derivative after renoval of the prot egﬁ'ﬁﬁ’%ﬂr" olfps.
7.*  4,10-D acet oxy- 2a- benzoyl oxy-5[err], 20-
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