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DESCRIPCION
Método para producir epirrubicina e intermedio de produccién novedoso para la misma
Antecedentes de la invencion
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a un método de producir epirrubicina y una sal de la misma (por ejemplo, una sal
farmacéuticamente aceptable), asi como un novedoso intermedio de produccion de la misma y un método de producir
el intermedio.

Antecedentes técnicos

La epirrubicina es un antibiético de antraciclina, y se usa para el tratamiento de leucemia aguda, linfoma maligno,
cancer de mama, cancer ovarico, cancer de estémago, cancer de higado, cancer urotelial, y similares. La epirrubicina
es mas excelente en actividad antitumoral y tiene efectos secundarios reducidos en comparacién con daunorrubicina
y doxorrubicina, que también son antibiéticos de antraciclina, y es un farmaco que clinicamente es extremadamente
util.

Como un método de produccion de epirrubicina, se divulga un método de producir epirrubicina a través de
transformacion quimica de daunorrubicina, un producto de fermentacidon microbiana, como material de partida. Por
ejemplo, se divulga un método de producir epirrubicina dividiendo daunorrubicina en daunomicinona y daunosamina
por metanolisis, introduciendo un grupo acetoxi en la posicion 14 de la daunomicinona, invirtiendo un grupo hidroxilo
en la posicién 4’ de la fraccion aminoazucar de la daunosamina para convertir la daunosamina en 4’-epidaunosamina,
y convirtiendo el compuesto resultante en epirrubicina (Documento de patente 1).

El método anteriormente mencionado de producir epirrubicina tiene problemas en vista de un método de produccion
industrial, tal como la complejidad y el bajo rendimiento debido a que requiere un proceso de sintesis multietapa.

Mientras tanto, se divulga un método en donde se produce epirrubicina en una etapa corta usando 4’-epidaunorrubicina
o una sal de la misma como material de partida (documento de patente 2).

Sin embargo, este documento de patente solo divulga un ejemplo en el que se usa clorhidrato de 4’-epidaunorrubicina
como material de partida, y no hay una afirmacion concreta ni una ilustracion sobre otras sales. Ademas, no hay
afirmacién sobre la pureza de la epirrubicina obtenida por este método, y no hay mencion sobre la pureza del
clorhidrato de epirrubicina obtenido al usar el clorhidrato de 4’-epidaunorrubicina ilustrado como material de partida.

La epirrubicina ya se ha divulgado en estandares farmacéuticos de varios paises, por ejemplo, la Farmacopea
Japonesa, la Farmacopea Europea, la Farmacopea de los Estados Unidos, y similares. Por tanto, la construccion de
una técnica de produccién de epirrubicina de alta pureza, es decir, el control de las impurezas en la produccion también
es un problema en vista de la produccién.

El uso de un material de partida de alta pureza con el fin de resolver los problemas mencionados anteriormente permite
la reduccion en impurezas de epirrubicina, lo que lleva a la produccion de epirrubicina de mayor pureza. En especial,
si se puede preparar 4’-epidaunorrubicina de alta pureza o una sal de la misma, sera posible producir de forma eficaz
epirrubicina de alta pureza, haciendo posible de esta manera resolver el problema en vista de un método de produccion
industrial.

Por ejemplo, la 4’-epidaunorrubicina se produce por cultivo de fermentacion de microorganismos, seguido por
purificacion (documento de patente 3 y documento no de patente 1). Se sabe que la 4’-epidaunorrubicina producida
de un cultivo de fermentaciéon como origen contiene, como impurezas tipicas, 13-dihidroepidaunorrubicina y 4'-
epifeudomicina. Se divulga un método de convertir 4’-epidaunorrubicina a una sal clorhidrato (documento de patente
4, documento de patente 5, y documento no de patente 2) y un método de cristalizar clorhidrato de 4’-epidaunorrubicina
(documento de patente 6).

Documentos del estado de la técnica
[Documentos de patente]

Documento de patente 1: Patente en EE UU No. 5.874.550

Documento de patente 2: Publicacién de la solicitud de patente japonesa sin examinar No. 2007-261976

Documento de patente 3: Publicacion de la solicitud de patente japonesa sin examinar (traduccién de la solicitud PCT)
No. 2010-525828

Documento de patente 4: Patente en EE UU No. 4.112.076

Documento de patente 5: Patente en EE UU No. 4.345.068
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Documento de patente 6: Publicacion de la solicitud de patente japonesa sin examinar (traduccién de la solicitud PCT)
No. 2013-503826

[Documentos no de patente]

Documento no de patente 1: Nature Biotecnology, 16, 69-74, 1998
Documento no de patente 2: Carbohydrate research, 79, 193-204, 1980

Compendio de la invencion

Los presentes inventores llevaron a cabo la purificacion de 4’-epidaunorrubicina producida por cultivo de fermentacion
usando un método de purificacion conocido por un experto en la materia, por ejemplo, el uso de una resina de
intercambio idnico y adsorbente sintético, separacion liquida, extraccion, y similares, de modo que se prepara 4’-
epidaunorrubicina de alta pureza. Sin embargo, podria no obtenerse 4’-epidaunorrubicina de alta pureza debido al
bajo efecto de purificacion.

Ademas, los presentes inventores prepararon clorhidrato de 4’-epidaunorrubicina a partir de 4’-epidaunorrubicina
producida por cultivo de fermentacion segun un método conocido, por ejemplo, un método de formar clorhidrato de 4’-
epidaunorrubicina divulgado en el documento de patente 4, documento de patente 5 y documento no de patente 2.
Como resultado, podria no obtenerse clorhidrato de 4’-epidaunorrubicina de alta pureza debido al bajo efecto de
purificacion.

Mientras tanto, los presentes inventores hicieron estudios de confirmacién sobre un método de cristalizacién de
clorhidrato de 4’-epidaunorrubicina divulgado en el documento de patente 6. Como resultado, se observo una
reduccion en 13-dihidroepidaunorrubicina y 4’-epifeudomicina. Sin embargo, no se ejerce un efecto suficiente y por
tanto hay una necesidad de repetir la cristalizacion de modo que se obtenga clorhidrato de 4’-epidaunorrubicina de
alta pureza. La repeticion de la cristalizacion es inapropiada desde los puntos de vista (rendimiento, operabilidad, y
coste de produccion) de un método de produccion industrial.

Por tanto, un objeto de la presente invencion es proporcionar un intermedio de produccién novedoso, del que 13-
dihidroepidaunorrubicina y 4’-epifeudomicina, impurezas tipicas posiblemente contenidas en 4’-epidaunorrubicina, se
han eliminado suficientemente, un método eficaz para producir este intermedio usando 4’-epidaunorrubicina como
material de partida, y un método eficaz para producir epirrubicina de alta pureza o una sal de la misma (por ejemplo,
una sal farmacéuticamente aceptable) usando este intermedio.

Como resultado de un estudio profundo, los presentes inventores han encontrado como un intermedio de produccion
novedoso, una sal de acido organico de 4’-epidaunorrubicina o un hidrato o solvato de la misma, de la cual 13-
dihidroepidaunorrubicina y 4’-epifeudomicina, impurezas tipicas posiblemente contenidas en 4’-epidaunorrubicina, se
han eliminado suficientemente, y un método de producir de forma eficaz este intermedio usando 4’-epidaunorrubicina
como material de partida, y también han encontrado un método de producir de forma eficaz epirrubicina de alta pureza
o una sal de la misma (por ejemplo, una sal farmacéuticamente aceptable) usando este intermedio, completando asi
la presente invencion.

Es decir, la presente invencion se refiere a:

[1] Un método de producir una sal de acido organico de 4’-epidaunorrubicina o un hidrato o solvato de la misma, que
comprende una etapa de mezclar 4’-epidaunorrubicina de la siguiente féormula (1):

con un acido organico, HA seleccionado de acido oxalico, acido bencenosulfénico o acido p-toluenosulfénico, en un
solvente para formar una sal de acido organico de 4’-epidaunorrubicina de la siguiente formula (2):
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NH+HA
(2)

[2] EI método segun [1], en donde la etapa de formar una sal de acido organico de 4’-epidaunorrubicina o un hidrato o
solvato de la misma comprende formar un precipitado de una sal de acido organico de 4’-epidaunorrubicina o un
hidrato o solvato de la misma.

[3] EI método segun [1], en donde la etapa de formar una sal de acido organico de 4’-epidaunorrubicina o un hidrato o
solvato de la misma comprende cristalizar una sal de acido organico de 4’-epidaunorrubicina seleccionada de oxalato,
bencenosulfonato o p-toluenosulfonato o un hidrato o solvato de la misma.

[4] Un método para producir epirrubicina o una sal de la misma, que comprende una etapa de producir epirrubicina de
la siguiente férmula (3):

O OH 0]

o una sal de la misma usando, como un intermedio, una sal de acido organico de 4’-epidaunorrubicina o un hidrato o
solvato de la misma, producido por el método segun cualquiera de [1] a [4].

[5] EI método segun [4], en donde un producto final es clorhidrato de epirrubicina.
[6] Una sal de acido organico de 4’-epidaunorrubicina de formula 4:

O OH 0

NH*HA
(4)

en donde HA representa acido oxalico, acido bencenosulfénico, o acido p-toluenosulfénico, o un hidrato o solvato de
la misma.

[7] Una sal de acido organico de 4’-epidaunorrubicina o un hidrato o solvato de la misma, que tiene una pureza por
HPLC del 90% o mas.

Segun el método de la presente invencion, es posible usar 4’-epidaunorrubicina representada por la férmula (1) como
material de partida para preparar una sal de acido organico de 4’-epidaunorrubicina, representada por la formula (2),
o un hidrato o solvato de la misma como un intermedio de produccién novedoso, en donde 13-dihidroepidaunorrubicina
y 4’-epifeudomicina, que son impurezas tipicas posiblemente contenidas en la 4’-epidaunorrubicina, se han eliminado
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suficientemente. También es posible usar este intermedio para producir de forma eficaz epirrubicina de alta pureza o
una sal de la misma (por ejemplo, una sal farmacéuticamente aceptable).

Segun el método de la presente invencion, a diferencia de un método en el que se usa clorhidrato de 4'-
epidaunorrubicina, es posible eliminar de forma eficaz 13-dihidroepidaunorrubicina y 4’-epifeudomicina, que son
impurezas tipicas posiblemente contenidas en 4’-epidaunorrubicina, al realizar una Unica precipitacion en el proceso
de producir una sal de acido organico de 4’-epidaunorrubicina o un hidrato o solvato de la misma a partir de 4'-
epidaunorrubicina. También es posible eliminar adicionalmente estas impurezas al realizar una Unica cristalizacion del
precipitado de la sal de acido organico de 4’-epidaunorrubicina o hidrato o solvato de la misma asi obtenida. Por tanto,
el método de la presente invencion tiene una ventaja de que es posible obtener un compuesto de la formula (2) o un
hidrato o solvato del mismo, que se usa para producir de forma eficaz epirrubicina de alta pureza o una sal de la misma
al tiempo que se mantiene un nimero pequefo de veces de purificacion (proceso de produccion corto).

También es posible llevar a cabo la salificacion y cristalizacion de un compuesto de la férmula (2) o un hidrato o solvato
del mismo usando una combinacion de acidos organicos y solventes de uso general econémicos. El método de la
presente invencion es eficaz en que se puede obtener un compuesto de la férmula (2) o un hidrato o solvato del mismo
sin usar operaciones complicadas, y también es un método util desde un punto de vista industrial, tal como coste de
produccion.

También es posible inducir un cristal del compuesto de la formula (2) de alta pureza asi obtenido o el hidrato o solvato
del mismo a epirrubicina de alta pureza o una sal de la misma, por ejemplo, mediante el método divulgado en el
documento de patente 2.

Descripcion detallada de la invenciéon

La presente invencion se dirige a un método de producir epirrubicina de alta pureza (3) mediante el siguiente esquema,
y una sal de acido organico (2) de epirrubicina que es un intermedio de produccidon novedoso:

NH, NH,*HA NH,
(1 (2) (3)

en donde HA representa acido oxalico, acido bencenosulfénico o acido p-toluenosulfénico.

Es posible usar, como 4’-epidaunorrubicina representada por la férmula (1) usada en el presente documento, por
ejemplo, 4’-epidaunorrubicina producida por cultivo de fermentacién de microorganismos y posterior purificacion de
una solucion de cultivo (documento de patente 3 y documento no de patente 1).

También es posible usar 4’-epidaunorrubicina producida a partir de daunorrubicina, que se produce por cultivo de
fermentacién, mediante transformacién por sintesis quimica.

Se conocen 13-dihidrodaunorrubicina, feudomicina, y similares como analogos tipicos contenidos en la daunorrubicina
producida por cultivo de fermentacion. Estos analogos experimentan inversion de un grupo hidroxilo en la posicion 4’
por transformacion de sintesis quimica y por tanto producen 13-dihidroepidaunorrubicina, 4’-epifeudomicina, y
similares, que estan contenidos como impurezas en 4’-epidaunorrubicna cruda. 13-Dihidroepidaunorrubicina, 4'-
epifeudomicina, y similares también estan contenidas como impurezas en 4’-epidaunorrubicina producida
directamente por cultivo de fermentacion.

También es posible usar, como un acido organico usado en la presente invencion, un hidrato del acido organico, y el
acido organico es acido oxalico, acido bencenosulfénico, y acido p-toluenosulfénico.

Especificamente, la sal de acido organico de 4’-epidaunorrubicina o un hidrato o solvato de la misma proporcionada
por la presente invencion se puede producir por el siguiente método.

Respecto al oxalato de 4’-epidaunorrubicina o un hidrato o solvato del mismo, se disuelve 4’-epidaunorrubicina en un
solvente A, y después se afade acido oxalico o acido oxalico dihidrato disuelto en un solvente B a esta solucion para
mediante ello precipitar oxalato de 4’-epidaunorrubicina o un hidrato o solvato del mismo. Después de ello, el
precipitado se recoge por filtracion, y después opcionalmente se seca a presion reducida.
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Como el solvente A, se pueden usar solventes organicos usados generalmente por un experto en la materia. El
solvente organico utilizable como el solvente A es preferiblemente solventes halogenados, especificamente
diclorometano, cloroformo, o similares, y mas preferiblemente diclorometano. La cantidad de solvente A usado no esta
particularmente limitada siempre que permita la disolucion de 4’-epidaunorrubicina, y esta preferiblemente en un
intervalo de 10 a 400 veces el volumen de 4’-epidaunorrubicina.

Como el solvente B, se pueden usar solventes organicos usados generalmente por un experto en la materia. Los
ejemplos del solvente organico utilizable como el solvente B incluyen metanol, etanol, 1-propanol, 2-propanol, 1-
butanol, 2-butanol, alcohol tert-butilico, acetona, acetato de etilo, tetrahidrofurano, 1,4-dioxano, tolueno, acetonitrilo,
N,N-dimetilformamida, N,N-dimetilacetamida, y similares, y metanol es preferible. La cantidad del solvente B usada
esta, por ejemplo, en un intervalo de 0,1 a 1 veces, y preferiblemente de 0,2 a 0,5 veces, el volumen del solvente A.
La cantidad usada de acido oxalico o acido oxalico dihidrato esta, por ejemplo, en un intervalo de 1 a 22 equivalentes,
y preferiblemente de 2 a 12 equivalentes. La temperatura de precipitacion es una temperatura usada en un proceso
de produccién convencional y esta, por ejemplo, en un intervalo de 0 a 30°C, y preferiblemente de 15 a 25°C. Después
de la precipitacion, se realiza opcionalmente agitacion durante un tiempo predeterminado. Es un tiempo aceptable en
la fabricacion, por ejemplo, 1 hora o mas.

También es posible preparar oxalato de 4’-epidaunorrubicina o un hidrato o solvato del mismo por otro método de
produccion, por ejemplo, un método en el que se afiade 4’-epidaunorrubicina a una solucion acuosa de acido oxalico
o acido oxalico dihidrato para de esta manera disolver 4’-epidaunorrubicina, y después se afiade un solvente opcional
a esta solucién para de esta manera precipitar oxalato de 4’-epidaunorrubicina o un hidrato o solvato del mismo.

En este caso, se pueden usar los solventes organicos generalmente usados por un experto en la materia como el
solvente opcional. Los ejemplos del solvente organico utilizable como el solvente opcional incluyen metanol, etanol, 1-
propanol, 2-propanol, alcohol tert-butilico, acetona, tetrahidrofurano, 1,4-dioxano, acetonitrilo, N,N-dimetilformamida,
N,N-dimetilacetamida, y similares, y metanol y 2-propanol son preferibles. La cantidad de agua usada esta, por
ejemplo, en un intervalo de 5 a 50 veces, y preferiblemente de 10 a 20 veces, el volumen de 4’-epidaunorrubicina. La
cantidad del solvente opcional usado esta, por ejemplo, en un intervalo de 1 a 10 veces, y preferiblemente de 1 a 5
veces, el volumen de agua. La cantidad de acido oxalico o acido oxalico dihidrato usado esta, por ejemplo, en un
intervalo de 1 a 10 equivalentes, y preferiblemente de 1 a 5 equivalentes. La temperatura de precipitacion del oxalato
de 4’-epidaunorrubicina o un hidrato o solvato del mismo es una temperatura usada en un proceso de produccion
convencional y esta, por ejemplo, en un intervalo de 0 a 60°C, y preferiblemente de 0 a 30°C. Después de la
precipitacion, opcionalmente se lleva a cabo agitacion durante un tiempo predeterminado. Es un tiempo aceptable en
la fabricacion, por ejemplo, 1 hora o mas.

Respecto al bencenosulfonato de 4’-epidaunorrubicina o un hidrato o solvato del mismo, se disuelve 4'-
epiduanorrubicina en un solvente C, y después se afiade acido bencenosulfénico monohidrato disuelto en un solvente
D a esta solucién para mediante ello precipitar bencenosulfonato de 4’-epidaunorrubicina o un hidrato o solvato del
mismo. Después de ello, el precipitado se recoge por filtracién y después opcionalmente se seca a presion reducida.

Como el solvente C, se pueden usar solventes organicos usados generalmente por un experto en la materia. El
solvente organico utilizable como el solvente C es preferiblemente solventes halogenados, especificamente
diclorometano, cloroformo, o similares, y mas preferiblemente diclorometano. La cantidad de solvente C usado no esta
particularmente limitada siempre que permita la disolucion de 4’-epidaunorrubicina, y esta preferiblemente en un
intervalo de 10 a 400 veces el volumen de 4’-epidaunorrubicina.

Como el solvente D, se pueden usar solventes organicos usados generalmente por un experto en la materia. Los
ejemplos del solvente organico utilizable como el solvente D incluyen metanol, etanol, 1-propanol, 2-propanol, 1-
butanol, 2-butanol, alcohol tert-butilico, acetona, acetato de etilo, tetrahidrofurano, 1,4-dioxano, tolueno, acetonitrilo, y
similares, y metanol es preferible. La cantidad del solvente D usada esta, por ejemplo, en un intervalo de 0,02 a 0,2
veces, y preferiblemente de 0,05 a 0,1 veces, el volumen del solvente C. La cantidad de acido bencenosulfénico
monohidrato usado esta, por ejemplo, en un intervalo de 1 a 5 equivalentes, y preferiblemente de 1 a 2 equivalentes.
La temperatura de precipitacion es una temperatura usada en un proceso de produccién convencional y esta, por
ejemplo, en un intervalo de 0 a 30°C, y preferiblemente de 15 a 25°C. Después de la precipitacion, se realiza
opcionalmente agitacion durante un tiempo predeterminado. Es un tiempo aceptable en la fabricacion, por ejemplo, 1
hora o mas.

También es posible preparar bencenosulfonato de 4’-epidaunorrubicina o un hidrato o solvato del mismo por otro
método de produccioén, por ejemplo, un método en el que se afade 4’-epidaunorrubicina a una solucion acuosa de
acido bencenosulfonato monohidrato para de esta manera disolver 4’-epidaunorrubicina, y después se afiade un
solvente opcional a esta solucidon para de esta manera precipitar bencenosulfonato de 4’-epidaunorrubicina o un
hidrato o solvato del mismo.

En este caso, se pueden usar los solventes organicos generalmente usados por un experto en la materia como el
solvente opcional. Los ejemplos del solvente organico utilizable como el solvente opcional incluyen metanol, etanol, 1-
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propanol, 2-propanol, alcohol tert-butilico, acetona, tetrahidrofurano, 1,4-dioxano, acetonitrilo, y similares, y etanol y
acetona son preferibles. La cantidad de agua usada esta, por ejemplo, en un intervalo de 2,5 a 15 veces, y
preferiblemente de 5 a 10 veces, el volumen de 4’-epidaunorrubicina. La temperatura de disolucion de 4'-
epidaunorrubicina es una temperatura usada en un proceso de produccién convencional y esta, por ejemplo, en un
intervalo de 20 a 60°C. La cantidad del solvente opcional usado esta, por ejemplo, en un intervalo de 1 a 10 veces, y
preferiblemente de 1 a 5 veces, el volumen de agua. La cantidad de bencenosulfonato monohidrato usado esta, por
ejemplo, en un intervalo de 1 a 5 equivalentes, y preferiblemente de 1 a 2 equivalentes.

Respecto al p-toluenosulfonato de 4’-epidaunorrubicina o un hidrato o solvato del mismo, se disuelve 4'-
epidaunorrubicina en un solvente E, y después se afiade acido p-toluenosulfénico monohidrato disuelto en un solvente
F a esta solucion para mediante ello precipitar p-toluenosulfonato de 4’-epidaunorrubicina o un hidrato o solvato del
mismo. Después de ello, el precipitado se recoge por filtracion y después opcionalmente se seca a presion reducida.

Como el solvente E, se pueden usar solventes organicos usados generalmente por un experto en la materia. El
solvente organico utilizable como el solvente E es preferiblemente solventes halogenados, un solvente basado en
amida, o un solvente basado en sulféxido, especificamente diclorometano, cloroformo, N,N-dimetilformamida, N,N-
dimetilacetamida, dimetilsulféxido, o similares, y mas preferiblemente diclorometano. La cantidad de solvente E usado
no esta particularmente limitada siempre que permita la disolucién de 4’-epidaunorrubicina, y esta preferiblemente en
un intervalo de 10 a 400 veces el volumen de 4’-epidaunorrubicina.

Como el solvente F, se pueden usar solventes organicos usados generalmente por un experto en la materia. Los
ejemplos del solvente organico utilizable como el solvente F incluyen metanol, etanol, 1-propanol, 2-propanol, 1-
butanol, 2-butanol, alcohol tert-butilico, acetona, acetato de etilo, tetrahidrofurano, 1,4-dioxano, tolueno, acetonitrilo, y
similares, y metanol es preferible. La cantidad del solvente F usada esta, por ejemplo, en un intervalo de 0,02 a 10
veces, y preferiblemente de 0,05 a 10 veces, el volumen del solvente E. La cantidad de acido p-toluenosulfénico
monohidrato usado esta preferiblemente en un intervalo de 1 a 2 equivalentes, y mas preferiblemente de 1 a 1,5
equivalentes. La temperatura de precipitacién es una temperatura usada en un proceso de produccién convencional
y esta, por ejemplo, en un intervalo de 0 a 30°C, y preferiblemente de 15 a 25°C. Después de la precipitacion, se
realiza opcionalmente agitacion durante un tiempo predeterminado. Es un tiempo aceptable en la fabricacion, por
ejemplo, 1 hora o mas.

Es posible ademas cristalizar el precipitado de la sal de acido organico de 4’-epidaunorrubicina o el hidrato o solvato
de la misma, producida como se ha mencionado anteriormente.

Especificamente, el oxalato de 4’-epidaunorrubicina o un hidrato o solvato del mismo se suspende en agua, y después
se disuelve a una temperatura usada en un proceso de produccion convencional, por ejemplo, de 20 a 60°C.
Posteriormente, esta solucion se enfria gradualmente, después de completar la adicion de un solvente opcional.
Aunque la temperatura es opcional, se prefiere enfriar gradualmente la solucion a 0 a 30°C. Después de ello, el cristal
se recoge por filtracion y después opcionalmente se seca a presion reducida.

Como el solvente opcional, se pueden usar solventes organicos usados generalmente por un experto en la materia.
Los ejemplos del solvente utilizable como el solvente opcional incluyen metanol, etanol, 1-propanol, 2-propanol, alcohol
tert-butilico, acetona, tetrahidrofurano, 1,4-dioxano, acetonitrilo, y similares, y metanol y 2-propanol son preferibles. La
cantidad de agua usada esta, por ejemplo, en un intervalo de 5 a 20 veces, y preferiblemente de 10 a 15 veces, el
volumen de 4’-epidaunorribicina. La cantidad de solvente opcional usado esta, por ejemplo, en un intervalo de 1 a 10
veces, y preferiblemente de 1 a 5 veces, el volumen de agua.

El bencenosulfonato de 4’-epidaunorrubicina o un hidrato o solvato del mismo se suspende en un solvente G, y
después se disuelve a una temperatura usada en un proceso de produccién convencional, por ejemplo, de 20 a 60°C.
Posteriormente, esta solucién se enfria gradualmente, después de completar la adiciéon de un solvente H. Aunque la
temperatura es opcional, se prefiere enfriar gradualmente la solucion a 0 a 30°C. Después de ello, el cristal se recoge
por filtracion y después opcionalmente se seca a presion reducida.

El solvente G es, por ejemplo, agua, N,N-dimetilformamida, N,N-dimetilacetamida, dimetilsulféxido, o similares, y
preferiblemente agua. Como el solvente H, se pueden usar solventes organicos generalmente usados por un experto
en la materia. Los ejemplos del solvente organico utilizable como el solvente H incluyen metanol, etanol, 1-propanal,
2-propanol, alcohol tert-butilico, acetona, tetrahidrofurano, 1,4-dioxano, acetonitrilo, y similares, y etanol y acetona son
preferibles. La cantidad del solvente G usado esta, por ejemplo, en un intervalo de 2,5 a 15 veces, y preferiblemente
de 5 a 10 veces, el volumen de 4’-epidaunorrubicina. La cantidad del solvente H usado esta, por ejemplo, en un
intervalo de 1 a 10 veces, y preferiblemente de 1 a 5 veces, el volumen del solvente G.

El p-toluenosulfonato de 4’-epidaunorribicina o un hidrato o solvato del mismo se suspende en una solucién mezcla
de un solvente organico y agua, y después se disuelve a una temperatura usada en un proceso de produccion
convencional, por ejemplo, de 20 a 60°C. Posteriormente, esta solucion se enfria gradualmente. Aunque la temperatura
es opcional, se prefiere enfriar gradualmente la solucién de 0 a 30°C. Después de ello, el cristal se recoge por filtracion
y después opcionalmente se seca a presion reducida.
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Como el solvente organico, se pueden usar solventes organicos usados generalmente por un experto en la materia.
Los ejemplos del solvente organico incluyen metanol, etanol, 1-propanol, 2-propanol, alcohol tert-butilico, acetona,
tetrahidrofurano, 1,4-dioxano, acetonitrilo, y similares, y acetona es preferible. Una proporcién del solvente organico
respecto a agua esta, por ejemplo, en un intervalo de 1:1 a 5:1, y preferiblemente de 1:1 a 2:1. La cantidad de la
solucion mezcla usada esta, por ejemplo, en un intervalo de 10 a 30 veces, y preferiblemente de 10 a 20 veces, el
volumen de 4’-epidaunorrubicina.

También es posible cristalizar p-toluenosulfonato de 4’-epidaunorrubicina o un hidrato o solvato del mismo de la
siguiente manera.

El p-toluenosulfonato de 4’-epidaunorribicina o un hidrato o solvato del mismo se suspende en un solvente |, y después
se disuelve a una temperatura usada en un proceso de produccion convencional, por ejemplo, de 20 a 60°C. Se afiade
un solvente J a esta solucién para mediante ello cristalizar, seguido por enfriamiento gradual, opcionalmente. Después
de ello, el cristal se recoge por filtracion y después opcionalmente se seca a presion reducida.

El solvente | es, por ejemplo, N,N-dimetiformamida, N,N-dimetilacetamida, dimetilsulfoxido, o similares, vy
preferiblemente N,N-dimetilformamida. Como el solvente J, se pueden usar agua o solventes organicos usados
generalmente por un experto en la materia. Los ejemplos del solvente organico utilizable como el solvente J incluyen
metanol, etanol, 1-propanol, 2-propanol, alcohol tert-butilico, acetona, acetato de etilo, tolueno, y similares. y etanol es
preferible. La cantidad del solvente | usado esta, por ejemplo, en un intervalo de 2,5 a 15 veces, y preferiblemente de
5 a 10 veces, el volumen de 4’-epidaunorrubicina. La cantidad del solvente J usado esta, por ejemplo, en un intervalo
de 1 a 5 veces, y preferiblemente de 2 a 2,5 veces, el volumen del solvente .

En el proceso de producir una sal de acido organico de 4’-epidaunorrubicina o un hidrato o solvato de la misma a partir
de 4’-epidaunorrubicina, una proporcion de eliminacion de 13-dihidroepidaunorrubicina y la de 4’-epifeudomicina al
realizar una Unica precipitacion son respectivamente el 25% o mas y el 37% o mas basado en la cantidad contenida
en 4’-epidaunorrubicina representada por la formula (1) que es un material de partida. Una proporcién de eliminacion
de 13-dihidroepidaunorrubicina y la de 4’-epifeudomicina al realizar una Unica cristalizacion de una sal de acido
organico de 4’-epidaunorrubicina o un hidrato o solvato de la misma obtenida como el precipitado son respectivamente
el 77% o mas y el 63% o mas basado en la cantidad contenida en la sal de acido organico de 4’-epidaurrubicina o un
hidrato o solvato de la misma obtenida como el precipitado.

La cantidad de impurezas contenidas en el precipitado de la sal de acido organico de 4’-epidaunorrubicina
representada por la férmula (2) o un hidrato o solvato de la misma producida por la presente invencion (porcentaje de
un area de pico de impurezas basado en la suma de areas de pico excluyendo un pico de un acido organico en un
analisis de HPLC) no es fija ya que varia dependiendo de la cantidad de impurezas contenidas en la 4-
epidaunorrubicina usada como material de partida. Como resultado una Unica precipitacién, la cantidad de 13-
dihidroepidaunorrubicina puede llegar a ser el 2,6% o menos, y la cantidad de 4’-epifeudomicina puede llegar a ser el
3,5% o menos. Como resultado de llevar a cabo ademas una Unica cristalizacion, la cantidad de 13-
dihidroepidaunorrubicina en un cristal de una sal organica de 4’-epidaunorrubicina o un hidrato o solvato de la misma
puede llegar a ser el 1,6% o menos, y la cantidad de 4’-epifeudomicina puede llegar a ser el 0,9% o menos. El uso de
un material de partida de alta pureza permite mas disminucién en la cantidad de estas impurezas.

La pureza por HPLC del precipitado de la sal de acido organico de 4’-epidaunorrubicina representada por la formula
(2) o un hidrato o solvato de la misma producida por la presente invencion es del 90% o mas. Es posible mejorar la
pureza por HPLC hasta el 95% o mas por cristalizacion adicional de la sal de acido organico de 4’-epidaunorrubicina
0 un hidrato o solvato de la misma obtenida como el precipitado.

Al usar la sal de acido organico de 4’-epidaunorrubicina representada por la formula (2) o un hidrato o solvato de la
misma, producida por la presente invencion, se puede producir epirrubicina de alta pureza o una sal de la misma (por
ejemplo, una sal farmacéuticamente aceptable), por ejemplo, mediante el método divulgado en el documento de
patente 2. Para producir clorhidrato de epirrubicina, primero una sal de acido organico de 4’-epidaunorrubicina o un
hidrato o solvato de la misma se hace reaccionar con un agente de bromacion en presencia de un agente cetal para
obtener un cuerpo bromocetal. A continuacion, el cuerpo bromocetal se trata con solventes basados en cetona en
condiciones acidas para obtener un cuerpo bromocetona. Ademas, el cuerpo bromocetona se hidroliza en presencia
de una sal metalica de acido carboxilico para dar una solucién que contiene epirrubicina como componente principal.
La solucién que contiene epirrubicina como un componente principal se pasa a través de una resina de intercambio
iénico (de tipo ion cloruro) para dar una soluciéon acuosa de clorhidrato de epirrubicina, que se purifica después
mediante una resina adsorbente. Una fraccion principal del clorhidrato de epirrubicina se concentra para obtener
clorhidrato de epirrubicina.

Mas especificamente, se afiade un solvente organico a una sal de acido organico de 4’-epidaunorrubicina o un hidrato
o solvato de la misma. No hay limitacién particular sobre el tipo de solvente organico siempre que la reaccién proceda,
y estos solventes se pueden usar solos, o se pueden mezclar varios tipos de solventes. Una proporcion de mezcla de
solventes puede ser una proporcion opcional. Alcoholes, éteres y solventes mezclados opcionales compuestos de
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ellos son preferibles. Un solvente mezcla de metanol y 1,4-dioxano es mas preferible. A continuacion, la sal de acido
organico de 4’-epidaunorrubicina o un hidrato o solvato de la misma se hace reaccionar con un agente cetal y un
agente de bromacién para dar un cuerpo bromocetal. El agente cetal usado es, por ejemplo, un ortoformiato de alquilo.
Es posible usar, como el ortoformiato de alquilo, por ejemplo, ortoformiato de trimetilo, ortoformiato de ftrietilo,
ortoformiato de tripropilo, ortoformiato de tributilo, y similares. El agente cetal es preferiblemente ortoformiato de
trimetilo. Un agente de bromacién es adecuadamente bromo. Después de la terminacion de la reaccion, se afade un
secuestrante de acido, por ejemplo, 6xido de propileno, a la solucién con el fin de eliminar el exceso de acido existente
en la solucion de reaccion. Después de la adicion del secuestrante de acido, la solucion se concentra y se afiade un
mal solvente a la solucién concentrada para aislar de esta manera el cuerpo bromocetal como el precipitado. Es posible
usar, como el mal solvente, éteres. El mal solvente es preferiblemente éter diisopropilico.

El precipitado del cuerpo bromocetal se puede usar para la etapa posterior sin secado. El cuerpo bromocetal hUmedo
0 seco se hace reaccionar por disolucién en una solucién acuosa de acido bromhidrico y solventes basados en cetona.
Es posible usar, como solventes basados en cetona, acetona, metil etil cetona, y similares. El solvente basado en
cetona es preferiblemente acetona. Después de la reaccion, el cuerpo bromocetona se puede convertir en epirrubicina
sin aislamiento. Es decir, la soluciéon del cuerpo bromocetona se mezcla con una sal de metal alcalino de acido
carboxilico y después el pH se ajusta con una base para obtener una solucién que contiene epirrubicina como un
componente principal. Es posible usar, como la sal de metal alcalino de acido carboxilico, formiato de sodio, acetato
de sodio, formiato de potasio, acetato de potasio, y similares. La sal de metal alcalino de acido carboxilico es
preferiblemente formiato de sodio. Es posible usar como la base, un hidroxido de metal alcalino. La base es
preferiblemente hidroxido de sodio. El pH preferiblemente se ajusta en un intervalo de 4,0 a 6,0, y mas preferiblemente
de 4,5a5,5.

Para aislar epirrubicina como un clorhidrato de la solucién que contiene epirrubicina como un componente principal,
la solucion se diluye con agua y después el pH se ajusta por adicion de acido clorhidrico. El pH preferiblemente se
ajusta en un intervalo de 2,0 a 4,0, y mas preferiblemente de 2,5 a 3,5. A continuacion, la solucion asi ajustada se
pasa a través de una resina de intercambio ionico (de tipo ion cloruro) para obtener una solucion acuosa de clorhidrato
de epirrubicina. Ademas, esta soluciéon acuosa se adsorbe a la resina de adsorcién y después se purifica pasando
agua, y una solucién mezcla de un solvente organico y agua en este orden a través de la resina de adsorcion. Es
posible usar, como el solvente organico, metanol, etanol, 1-propanol, 2-propanol, acetona, y similares. El solvente
organico es preferiblemente metanol. La fraccion principal de clorhidrato de epirrubicina se concentra y se concentra
adicionalmente afiadiendo etanol a esta solucidon concentrada, seguido por concentracion y secado para obtener
clorhidrato de epirrubicina.

Como se ha descrito anteriormente, la presente invencion proporciona un intermedio de producciéon novedoso, en
donde 13-dihidroepidaunorrubicina y 4’-epifeudomicina, que son impurezas tipicas posiblemente contenidas en 4'-
epidaunorrubicina, se han eliminado suficientemente, un método de producir de forma eficaz este intermedio usando
4’-epidaunorrubicina como material de partida, y un método de producir de forma eficaz epirrubicina de alta pureza o
una sal de la misma (por ejemplo, una sal farmacéuticamente aceptable) usando este intermedio.

Ejemplos

Los ejemplos y ejemplos comparativos de la presente invencion se ilustraran a continuacion, pero la presente invencion
no se limita a los siguientes ejemplos.

La pureza por HPLC de cada uno de 4’-epidaunorrubicina, oxalato de 4’-epiduanorrubicina, bencenosulfonato de 4’-
epidaunorrubicina, p-toluenosulfonato de 4’-epidaunorrubicina, y clorhidrato de 4’-epidaunorrubicina es una proporcion
de area de pico de 4’-epidaunorrubicina cuando se realiza analisis de HPLC en las siguientes condiciones. Se calculd
una proporcion de eliminacion de 13-dihidroepidaunorrubicina y 4’-epifeusomicina de la siguiente manera. Es decir,
cuando se realiza anadlisis de HPLC de 4’-epidaunorrubicina o una sal de 4’-epidaunorrubicina en las siguientes
condiciones, los valores obtenidos al dividir un area de pico de 13-dihidroepidaunorrubicina y la de 4’-epifeudomicina
por un area de pico de 4’-epidaunorrubicina se consideraron como el contenido de 13-dihidroepidaunorrubicina y esa
de 4’-epifeudomicina, respectivamente.

Condiciones de HPLC

Columna: Kinetex 2.6u C18 100 A, 2,6 pym, 3,0 x 150 mm (fabricada por Phenomenex Inc.)
Fase movil A: laurilsulfato de sodio 5 mmol/l + tampdn fosfato de sodio 10 mm/I (pH 2,2)
Fase movil B: acetonitrilo

Velocidad de flujo: 0,5 ml/min

Temperatura:; 40°C

Longitud de onda de medida: 254 nm

Tiempo de analisis: 13 minutos

Tiempo de recogida de datos: de 2,0 a 13,0 minutos

Condiciones de gradiente:
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Tiempo (min) % de fase movil A % de fase movil B
0 75,0% 25,0%
10,00 35,0% 65,0%
10,01 75,0% 25,0%
13,00 75,0% 25,0%

En las condiciones de medida anteriormente mencionadas, se confirman los picos de 4’-epidaunorrubicina, 13-
dihidroepidaunorrubicina, y 4’-epifeudomicina a aproximadamente 8,7, aproximadamente 8,1 y aproximadamente 8,5
minutos, respectivamente.

La pureza por HPLC de clorhidrato de epirrubicina es una proporcién de area de pico cuando se realiza analisis de
HPLC en las siguientes condiciones.

Columna: Senshu Pak ODS-1301S 4,6 x 300 mm (fabricada por Senshu Scientific Co., Ltd.)

Fase movil: (laurilsulfato de sodio al 0,3% (p/v) + tampon fosfato al 0,14% (v/v))/solucién de acetonitrilo = 1/1
Velocidad de flujo: 1,1 ml/min

Temperatura; 25°C

Longitud de onda de medida: 254 nm

Tiempo de analisis: 30 minutos

En las condiciones de medida mencionadas anteriormente, se confirma un pico de epirrubicina a aproximadamente
11 minutos.

Ejemplo 1:

Se disolvieron 150 mg de 4’-epidaunorrubicina (pureza por HPLC del 79,9%) en 60 ml de diclorometano. A esta
solucioén se afiadié una solucion de 299 mg de acido oxalico en 15 ml metanol, y la mezcla se agitdé durante 22 horas
de 15 a 25°C. El precipitado se recogio por filtracion y después se secd a presion reducida para obtener 150 mg de
oxalato de 4’-epidaunorrubicina (129 mg como 4’-epidaunorrubicina). El rendimiento fue del 85,5% y la pureza por
HPLC fue del 94,8%. Una proporcion de eliminacion de 13-dihidroepidaunorrubicina y la de 4’-epifeudomicina fueron
respectivamente el 52% y el 51%. Como resultado del analisis de HPLC, el pico de acido oxalico en el oxalato de 4’-
epidaunorrubicina coincidié completamente con el tiempo de retencion de acido oxalico (sustancia quimica de calidad
especial).

"H-RMN (400 MHz, D20) & (ppm) 7,55(1H, dd), 7,35(1H, d), 7,27(1H, d), 5,30(1H, d), 4,68(1H, m), 3,86(1H, m),
3,78(3H, s), 3,26(2H, m), 2,76(1H, d), 2,56(1H, d), 2,31(3H, d), 2,14(2H, m), 1,98(1H, dd), 1,81(1H, ddd), 1,22(3H, d)
MS (ESI, positivo); m/z 528[M+H]+

Ejemplo 2:

Se disolvieron 5,0 g de 4’-epidaunorrubicina (pureza por HPLC del 76,8%) en 2.000 ml de diclorometano. A esta
solucioén se afiadio una solucion de 10 g de acido oxalico en 400 ml metanol, y la mezcla se agité durante 22 horas de
15 a 25°C. El precipitado se recogié por filtracion y después se seco a presion reducida para obtener 5,1 g de oxalato
de 4’-epidaunorrubicina (4,4 g como 4’-epidaunorrubicina). El rendimiento fue del 88,3% y la pureza por HPLC fue del
94,4%. Una proporcion de eliminacion de 13-dihidroepidaunorrubicina y la de 4’-epifeudomicina fueron
respectivamente el 48% y el 48%.

Ejemplo 3:

Se disolvieron 150 mg de 4’-epidaunorrubicina (pureza por HPLC del 79,9%) en 60 ml de diclorometano. A esta
solucion se afiadié una solucion de 419 mg de acido oxalico dihidrato en 12 ml metanol, y la mezcla se agité durante
20 horas de 15 a 25°C. El precipitado se recogi6 por filtracion y después se seco a presion reducida para obtener 153
mg de oxalato de 4’-epidaunorrubicina (132 mg como 4’-epidaunorrubicina). El rendimiento fue del 88,1% y la pureza
por HPLC fue del 95,3%. Una proporcion de eliminacion de 13-dihidroepidaunorrubicina y la de 4’-epifeudomicina
fueron respectivamente el 56% y el 58%.

Ejemplo 4:

Se disolvieron 150 mg de 4’-epidaunorrubicina (pureza por HPLC del 79,9%) en una solucién de 51 mg de acido
oxalico en 1,5 ml agua. A esta solucion se afiadieron 1,5 ml de metanol, y la mezcla se agit6é durante 22 horas de 15
a 25°C. El precipitado se recogio por filtracion y después se seco a presion reducida para obtener 135 mg de oxalato
de 4’-epidaunorrubicina (109 mg como 4’-epidaunorrubicina). El rendimiento fue del 72,8% vy la pureza por HPLC fue
del 95,9%. Una proporcion de eliminaciéon de 13-dihidroepidaunorrubicina y la de 4’-epifeudomicina fueron
respectivamente el 76% y el 61%.
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Ejemplo 5:

Se disolvié 1,0 g de 4’-epidaunorrubicina (pureza por HPLC del 75,8%) en 100 ml de diclorometano. A esta solucion
se afadié una solucion de 334 mg de acido bencenosulfénico monohidrato en 5 ml metanol, y la mezcla se agité
durante 19 horas de 15 a 25°C. El precipitado se recogio por filtracién y después se secd a presion reducida para
obtener 1,12 g de bencenosulfonato de 4’-epidaunorrubicina (0,88 g como 4’-epidaunorrubicina). El rendimiento fue
del 87,7% y la pureza por HPLC fue del 91,6%. Una proporcion de eliminacion de 13-dihidroepidaunorrubicina y la de
4’-epifeudomicina fueron respectivamente el 25% y el 37%.

"H-RMN (400 MHz, D20) & (ppm); 7,74(2H, m, CsHsSO3H), 7,64(1H, dd), 7,50(3H, m, C¢HsSO3H), 7,43(1H,d), 7,36(1H,
d), 5,39(1H, d), 4,76(1H ,m), 3,99(1H, m), 3,88(3H, s), 3,36(2H, m), 2,86(1H, d), 2,65(1H, d), 2,40(3H, s), 2,22(2H, m),
2,06(1H, dd), 1,90(1H, ddd), 1,31(3H, d)

MS (ESI, positivo); m/z 528[M+H]+

Ejemplo 6:

Se disolvié 1,0 g de 4’-epidaunorrubicina (pureza por HPLC del 75,8%) en 100 ml de diclorometano. A esta solucion
se afiadié una solucién de 361 mg de acido p-toluenosulfénico monohidrato en 5 ml metanol, y la mezcla se agité
durante 22 horas de 15 a 25°C. El precipitado se recogio por filtracién y después se secd a presion reducida para
obtener 1,08 g de p-toluenosulfonato de 4’-epidaunorrubicina (0,84 g como 4’-epidaunorrubicina). El rendimiento fue
del 83,8% y la pureza por HPLC fue del 92,8%. Una proporcion de eliminacion de 13-dihidroepidaunorrubicina y la de
4’-epifeudomicina fueron respectivamente el 37% y el 47%.

"H-RMN (400 MHz, D20) & (ppm); 7,59(1H, d, p-MeCgH4SO3H), 7,58(1H, dd), 7,34(1H,d), 7,30(1H,d), 7,26(1H, d, p-
MeCsH4SO3H), 5,38(1H, d), 4,74(1H, m), 3,98(1H, m), 3,83(3H, s), 3,36(2H, m), 2,82(1H, d), 2,62(1H, d), 2,40(3H, s),
2,30(3H, s, p-MeC¢H4SO3H), 2,23(2H, m), 2,03(1H, dd), 1,91(1H, ddd), 1,32(3H, d)

MS (ESI, positivo); m/z 528[M+H]+

Ejemplo comparativo 1:

Usando 150 mg de 4’-epidaunorrubicina (pureza por HPLC del 79,9%), se obtuvo clorhidrato de 4’-epidaunorrubicina
segun el método para la conversion a una sal clorhidrato del ejemplo 2 del documento de patente 5. El rendimiento
fue del 77,0% y la pureza por HPLC fue del 84,3%. Una proporcion de eliminacion de 13-dihidroepidaunorrubicina y la
de 4’-epifeudomicina fueron respectivamente del 0% y el 6%.

Ejemplo comparativo 2:

Usando 150 mg de 4’-epidaunorrubicina (pureza por HPLC del 79,9%), se obtuvo clorhidrato de 4’-epidaunorrubicina
segun el método para la conversién a una sal clorhidrato del documento no de patente 2. El rendimiento fue del 80,8%
y la pureza por HPLC fue del 77,0%. Una proporcién de eliminacion de 13-dihidroepidaunorrubicina y la de 4'-
epifeudomicina fueron respectivamente del 3% y el 9%.

Ejemplo comparativo 3:

Usando 150 mg de 4’-epidaunorrubicina (pureza por HPLC del 79,9%), se obtuvo clorhidrato de 4’-epidaunorrubicina
segun el ejemplo 9 del documento de patente 4. El rendimiento fue del 92,1% y la pureza por HPLC fue del 80,2%.
Una proporcion de eliminacion de 13-dihidroepidaunorrubicina y la de 4’-epifeudomicina fueron respectivamente del
0%y el 4%.

Se muestran las proporciones de eliminacion de 13-dihidroepidaunorrubicina y 4’-epifeudomicina, purezas por HPLC,
y rendimientos en la tabla 1 a continuacion.

[Tabla 1]
Proporcion de eliminaciéon de | Proporciéon de eliminacion de Pureza por Rendimiento
13-dihidroepidaunorrubicina 4’-epifeudomicina HPLC
Ejemplo 1 52% 51% 94,8% 85,5%
Ejemplo 2 48% 48% 94,4% 88,3%
Ejemplo 3 56% 58% 95,3% 88,1%
Ejemplo 4 76% 61% 95,9% 72,8%
Ejemplo 5 25% 37% 91,6% 87,7%
Ejemplo 6 37% 47% 92,8% 83,8%
Ejemplo 0% 6% 84,3% 77.0%
comparativo 1
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Ejemplo

comparativo 2 3% 9% 77,0% 80,8%
Eé)?:;)‘:;?ativo 3 0% 4% 80,2% 92,1%

Como resultado de una comparacion entre una proporcion de eliminacion de 13-dihidroepidaunorrubicina y 4'-
epifeudomicina de una sal de acido organico de 4’-epidaunorrubicina representada por la férmula (2) obtenida en los
ejemplos 1 a 6, y la de clorhidrato de 4’-epidaunorrubicina obtenida en los ejemplos comparativos 1 a 3, las impurezas
se eliminaron de forma eficaz en la sal de acido organico de 4’-epidaunorrubicina representada por la férmula (2).

Ejemplo 7:

Se suspendieron 2,65 g de oxalato de 4’-epidaunorrubicina (2,00 g como 4’-epidaunorrubicina, pureza por HPLC del
92,9%) en 20 ml de agua. La suspensién se calentdé a 60°C y se disolvid. A esta solucién se afiadieron 20 ml de
metanol, y se enfrié a 25°C gradualmente. El cristal se recogio por filtracion y después se secé a presion reducida para
obtener 1,83 g del oxalato de 4’-epidaunorrubicina (1,70 g como 4’-epidaunorrubicina). El rendimiento fue del 85,1% y
la pureza por HPLC fue del 99,2%. Una proporcién de eliminacion de 13-dihidroepidaunorrubicina y la de 4’-
epifeudomicina fueron respectivamente el 92% y el 89%. Se observd polarizacion para el oxalato de 4'-
epidaunorrubicina obtenido de esta manera.

Ejemplo 8:

Se suspendieron 262 mg de oxalato de 4’-epidaunorrubicina (200 mg como 4’-epidaunorrubicina, pureza por HPLC
del 92,9%) en 2,0 ml de agua. La suspension se calentd a 60°C y se disolvid. A esta solucion se afiadieron 2,0 ml de
2-propanol, y se enfrié a 25°C gradualmente. El cristal se recogio por filtracion y después se seco a presion reducida
para obtener 197 mg del oxalato de 4’-epidaunorrubicina (178 mg como 4’-epidaunorrubicina). El rendimiento fue del
89,1% y la pureza por HPLC fue del 98,6%. Una proporcion de eliminacion de 13-dihidroepidaunorrubicina y la de 4'-
epifeudomicina fueron respectivamente el 90% y el 89%. Se observd polarizacion para el oxalato de 4'-
epidaunorrubicina obtenido de esta manera.

Ejemplo 9:

Se suspendieron 64 mg de bencenosulfonato de 4’-epidaunorrubicina (50 mg como 4’-epidaunorrubicina, pureza por
HPLC del 91,6%) en 250 pl de agua. La suspension se calentd a 45°C y se disolvid. A esta solucion se afiadieron 250
pl de etanol, y se enfri6 a 25°C gradualmente. El cristal se recogio por filtraciéon para obtener 31 mg del
bencenosulfonato de 4’-epidaunorrubicina (27 mg como 4’-epidaunorrubicina). El rendimiento fue del 53,3% y la pureza
por HPLC fue del 98,7%. Una proporcion de eliminacion de 13-dihidroepidaunorrubicina y la de 4’-epifeudomicina
fueron respectivamente el 91% y el 80%. Se observé polarizacion para el bencenosulfonato de 4’-epidaunorrubicina
obtenido de esta manera.

Ejemplo 10:

Se suspendieron 64 mg de bencenosulfonato de 4’-epidaunorrubicina (50 mg como 4’-epidaunorrubicina, pureza por
HPLC del 91,6%) en 250 pl de agua. La suspension se calentd a 45°C y se disolvid. A esta solucion se afiadieron 250
pl de acetona, y se enfri6 a 25°C gradualmente. El cristal se recogioé por filtraciéon para obtener 41 mg del
bencenosulfonato de 4’-epidaunorrubicina (35 mg como 4’-epidaunorrubicina). El rendimiento fue del 69,2% y la pureza
por HPLC fue del 98,1%. Una proporcion de eliminacion de 13-dihidroepidaunorrubicina y la de 4’-epifeudomicina
fueron respectivamente el 83% y el 77%. Se observo polarizacion para el bencenosulfonato de 4’-epidaunorrubicina
obtenido de esta manera.

Ejemplo 11:

Se suspendieron 61 mg de p-toluenosulfonato de 4’-epidaunorrubicina (50 mg como 4’-epidaunorrubicina, pureza por
HPLC del 92,8%) en una solucién mezcla de 250 pl de agua y 375 pl de acetona. La suspension se calent6 a 45°C y
se disolvié. Posteriormente, esta solucion se enfrié gradualmente a una temperatura en el intervalo de 0 a 5°C. El
cristal se recogio por filtracion y después se sec6 a presion reducida para obtener 31 mg del p-toluenosulfonato de 4'-
epidaunorrubicina (27 mg como 4’-epidaunorrubicina). El rendimiento fue del 53,6% vy la pureza por HPLC fue del
98,4%. Una proporcion de eliminacion de 13-dihidroepidaunorrubicina y la de 4’-epifeudomicina fueron
respectivamente el 83% y el 63%. Se observé polarizacion para el p-toluenosulfonato de 4’-epidaunorrubicina obtenido
de esta manera.

Ejemplo 12:

Se afiadieron 658 mg de p-toluenosulfonato de 4’-epidaunorrubicina (500 mg como 4’-epidaunorrubicina, pureza por
HPLC del 91,0%) a 5 ml de N,N-dimetilformamida, y se disolvié a 30°C. A esta solucion se afiadieron 12,5 ml de etanol,
y se agitd. El cristal se recogié por filtracion y después se secd a presion reducida para obtener 447 mg de p-
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toluenosulfonato de 4’-epidaunorrubicina (365 mg como 4’-epidaunorrubicina). El rendimiento fue del 73,0% y la pureza
por HPLC fue del 97,4%. Una proporcién de eliminacion de 13-dihidroepidaunorrubicina y esa de 4’-epifeudomicina
fueron respectivamente el 77% y el 68%. Se observé polarizacion para el p-toluenosulfonato de 4’-epidaunorrubicina
obtenido de esta manera.

Ejemplo comparativo 4:

Usando 8,7 g (pureza por HPLC del 84,3%) de clorhidrato de 4’-epidaunorrubicina obtenido por el método del ejemplo
comparativo 3, se obtuvo un clorhidrato de 4’-epidaunorrubicina cristalino segun el ejemplo 2 del documento de patente
6. El rendimiento fue del 76,6% y la pureza por HPLC fue del 94,0%. Una proporcién de eliminacion de 13-
dihidroepidaunorrubicina y esa de 4’-epifeudomicina fueron respectivamente del 75% y el 55%.

Se muestran las proporciones de eliminacion de 13-dihidroepidaunorrubicina y 4’-epifeudomicina, purezas por HPLC,
y rendimientos en la tabla 2 a continuacion.

[Tabla 2]
Proporcion de eliminaciéon de | Proporciéon de eliminaciéon de Pureza por Rendimiento
13-dihidroepidaunorrubicina 4’-epifeudomicina HPLC
Ejemplo 7 92% 89% 99,2% 85,1%
Ejemplo 8 90% 89% 98,6% 89,1%
Ejemplo 9 91% 80% 98,7% 53,3%
Ejemplo 10 83% 77% 98,1% 69,2%
Ejemplo 11 83% 63% 98,4% 53,6%
Ejemplo 12 77% 68% 97,4% 73,0%
Eé?:;gfativo A 75% 55% 94,0% 76.6%

Se hizo una comparacion entre cada proporcion de eliminacion de 13-dihidroepidaunorrubicina y 4’-epifeudomicina de
una sal de acido organico de 4’-epidaunorrubicina representada por la férmula (2) obtenida en los ejemplos 7 a 12 'y
la de un clorhidrato de 4’-epidaunorrubicina cristalino obtenido en el ejemplo comparativo 4. Como resultado, la
cristalizacion de clorhidrato de 4’-epidaunorrubicina también mostré un efecto de purificaciéon sobre 13-
dihidroepidaunorrubicina y 4’-epifeudomicina. Sin embargo, se ha encontrado que el efecto no es suficiente en
comparacion con una sal de acido organico de 4’-epidaunorrubicina y hay una necesidad para repetir la cristalizacion
de modo que se obtenga clorhidrato de 4’-epidaunorrubicina de alta pureza. La repeticion de la cristalizacion es
inapropiada desde los puntos de vista (rendimiento, operabilidad, y coste de produccion) de un método de produccion
industrial.

Ejemplo 13:

Se combinaron oxalato de 4’-epidaunorrubicina (6,27 g como 4’-epidaunorrubicina, pureza por HPLC del 99,2%)
producido por el método del ejemplo 7, 67 ml de metanol, 67 ml de 1,4-dioxano y 12 ml de ortoformiato de trimetilo, y
después se afiadieron 1,1 ml de bromo a la mezcla. Después de agitar durante 4 horas a temperatura ambiente, se
afnadieron 3,2 ml de 6xido de propileno, y se agité durante 0,5 horas mas. La mezcla se concentré a 60 ml, y el
concentrado se afiadid a 740 ml de éter diisopropilico para formar el precipitado de bromocetal. El precipitado
resultante se filtro, y esta torta himeda se afiadié a la mezcla de 142 ml de agua y 146 ml de acetona. A esta mezcla
se afadieron 4,2 ml de acido bromhidrico, y la mezcla se agitd durante 21 horas a temperatura ambiente.
Posteriormente, una mezcla previamente preparada de 10 g de formiato de sodio y 42 ml de agua se afadi6 a esta
mezcla de reaccion. Después de agitar durante 24 horas a temperatura ambiente, el pH se ajusté a 5 con hidréxido
de sodio acuoso, seguido por agitacion durante 24 horas. Esta solucion se ajusté a pH 3 con acido clorhidrico, y
después se concentré. El concentrado resultante se diluyé con agua para ajustar su volumen a 2.000 ml. La solucién
se paso a través de una resina de intercambio i6nico (de tipo ion cloruro), y después se obtuvo una solucion que
contenia clorhidrato de epirrubicina al pasar agua a través de la resina de intercambio i6nico. Ademas, esta solucién
se adsorbid sobre una resina de adsorcion, y la solucion de clorhidrato de epirrubicina se eluyé con agua, agua/metanol
(= 80/20 (v/v)), y agua/metanol (= 70/30 (v/v)) en este orden. Una fraccion principal se concentré y se afiadié etanol al
concentrado, seguido por concentracion adicional. El residuo resultante se sec6 al vacio para dar 3,29 g de clorhidrato
de epirrubicina (2,99 g como epirrubicina). El rendimiento fue del 46,6% y la pureza por HPLC fue del 99,2%.

Ejemplo 14:
Usando bencenosulfonato de 4’-epidaunorrubicina de féormula (2) (6,27 g como 4’-epiduanorrubicina, pureza por HPLC
del 98,7%) producido por el método del ejemplo 9, se obtuvieron 2,48 g de clorhidrato de epirrubicina (2,22 g como

epirrubicina) de la misma manera que en el ejemplo 13. El rendimiento fue del 34,3% y la pureza por HPLC fue del
97,9%.
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Ejemplo 15:

Usando p-toluenosulfonato de 4’-epidaunorrubicina de férmula (2) (6,27 g como 4’-epiduanorrubicina, pureza por
HPLC del 98,7%) producido por el método del ejemplo 11, se obtuvieron 2,50 g de clorhidrato de epirrubicina (2,26 g
como epirrubicina) de la misma manera que en el ejemplo 13. El rendimiento fue del 35,0% y la pureza por HPLC fue
del 98,1%.

Ejemplo comparativo 5:

Usando clorhidrato de 4’-epidaunorrubicina (6,27 g como 4’-epiduanorrubicina, pureza por HPLC del 93,1%) producido
por el método del ejemplo comparativo 4, se obtuvieron 4,02 g de clorhidrato de epirrubicina (3,41 g como epirrubicina)
de la misma manera que en el ejemplo 13. El rendimiento fue del 52,8% y la pureza por HPLC fue del 93,7%.

Se hizo una comparacion entre la pureza por HPLC del clorhidrato de epirrubicina obtenido en los ejemplos 13a 15y
la pureza por HPLC del clorhidrato de epirrubicina obtenido en el ejemplo comparativo 5. Como resultado, la pureza
por HPLC del clorhidrato de epirrubicina producido usando una sal de acido organico de 4’-epidaunorrubicina de la
férmula (2) fue mayor que la del clorhidrato de epirrubicina producido usando clorhidrato de 4’-epidaunorrubicina.

[Aplicabilidad industrial]

Segun el método de la presente invencion, es posible producir epirrubicina de alta pureza o una sal de la misma
mediante el uso de una sal de acido organico de 4’-epidaunorrubicina de alta pureza representada por la formula (2),
o un hidrato o solvato de la misma, como un intermedio de producciéon novedoso. Segun el método de la presente
invencion, a diferencia de un método en el que se usa clorhidrato de 4’-epidaunorrubicina, 13-dihidroepidaunorrubicina
y 4’-epifeudomicina, que son impurezas tipicas posiblemente contenidas en 4’-epidaunorrubicina, se pueden eliminar
de forma eficaz al realizar una Unica precipitacién en el proceso para producir una sal de acido organico de 4'-
epidaunorrubicina o un hidrato o solvato de la misma. También es posible eliminar adicionalmente estas impurezas al
realizar una Unica cristalizacion del precipitado de la sal de acido organico de 4’-epidaunorrubicina obtenida de esta
manera, o el hidrato o solvato de la misma.

Por tanto, es posible obtener un compuesto de la férmula (2) que se usa para producir de forma eficaz epirrubicina de
alta pureza o una sal de la misma al tiempo que se mantiene un pequefio numero de veces de purificacion (proceso
de produccion corto) en comparacion con clorhidrato de 4’-epidaunorrubicina convencional, y por tanto el método de
la presente invencion es significativamente util en el campo de la produccion industrial de epirrubicina.
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REIVINDICACIONES

Un método de producir una sal de acido organico de 4’-epidaunorrubicina o un hidrato o solvato de la misma,
que comprende una etapa de mezclar 4’-epidaunorrubicina de la siguiente formula (1):

O OH O

con un acido organico en un solvente para formar una sal de acido organico de 4’-epidaunorrubicina de la
siguiente formula (2):

en donde HA representa un acido organico,
o un hidrato o solvato de la misma,

en donde la sal de acido organico de 4’-epidaunorrubicina se selecciona de un oxalato, un bencenosulfonato, y
un p-toluenosulfonato.

El método segun la reivindicacion 1, en donde la etapa de formar la sal de acido organico de 4'-
epidaunorrubicina o un hidrato o solvato de la misma comprende formar un precipitado de la sal de acido
organico de 4’-epidaunorrubicina o un hidrato o solvato de la misma.

El método segun la reivindicacion 1, en donde la etapa de formar la sal de acido organico de 4'-
epidaunorrubicina o un hidrato o solvato de la misma comprende cristalizar la sal de acido organico de 4'-
epidaunorrubicina o un hidrato o solvato de la misma.

Un método de producir epirrubicina o una sal de la misma, que comprende una etapa de producir epirrubicina
de la siguiente formula (3):
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o una sal de la misma usando, como intermedio, una sal de acido organico de 4’-epidaunorrubicina o un hidrato
o solvato de la misma, producida por el método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3.

El método segun la reivindicacion 4, en donde un producto final es clorhidrato de epirrubicina.

Una sal de acido organico de 4’-epidaunorrubicina de la siguiente férmula (4):

NH,*HA

(4)
en donde HA representa acido oxalico, acido bencenosulfénico, o acido p-toluenosulfénico,
o un hidrato o solvato de la misma.

Una sal de acido organico de 4’-epidaunorrubicina o un hidrato o solvato de la misma segun la reivindicacion 6,
que tiene una pureza por HPLC del 90% o mas.
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