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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-diacstoxy-2a-benzoyloxy-58,20-époxy-1,7-dihydraxy-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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diacém$y-2a-beruoyloxy-5[5,20-époxy-1-hydmxy-7[5—n'iéthylsilyloxy-9-oxo—mx-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-én-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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