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procede de preparation et  les compositions phsrmeceutiquer qui la contiennent. 

@ Nouvelle substance biologiquement active, appel8e girol. 
line. extraite de 1'8ponge Pseudaxinysse centhsrelle et son 
procede de preparation. 

1s girolline presente des propri8t8s antitumorales remarque. 
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La prlsente invention concerne une nouvelle substancc 
biologiquement active, son procede de prhpnration et les co,mpo- 

sitions pharmnceutiques qui la contiennent. 

La nouvelle substance, designee sous,le nom de girolline 

05 est extraite d'une gponge identifiee B Pscudaxinyssa cantharella 
dont ICs caractEristiques ont et6 decrites par C. Levi, Bull. Mus. 
Natn. Hist. Nat. Paris, 46me SErie, 5, 719-722 (1983) et qui peut ~ 

atre plch6e dans le lagon de Nounea (Nouvelle Caledonie). 
La girolline se presento sous la forme d'une poudre 

10 blanche très hygroscopique. 
La structure de la girolline, sous forma de base ou de 

R C ~ ,  peut Cere presentee par li formule suivante : 

H 
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H 
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N 

1 '  
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N 3' 
OH 

OH H 

dans laquelle X@ represente un anion tel que l'anion chlorure 
15 (Cl-). 

La structure de la girolline est d6terminee B partir de 
see spectres de resonance magnCtique nucl€aire ( H, 13C, "N) at de 
maese et dee spectres de ses dGriv68, 

La structure de la c h a h  hydrocarbonee est determinee 
par lee spectres de thonance magnetique nucleairt ( H et13C) de la 

girolline (400 et 100,l MHz en solution dans D20 avec, c o m e  
reference externe, le dioxanne -TMS pour 13C et D20 B 4 , 8 3  ppm pour 

1 

, 

1 
20 

, 'HI qui preaentent les caracteristiques suivantes : 

I 

I 
- C (1) -H2 6c = 44,40 ppm (t, J.- 147 Hz) 

6H I 3 , 4 8  ppm (dd, J 13,7 et 9,*4 Hz) et 2 5  
3,64 ppm ( d d ,  J - 13,7 et 3 ,3  H2) 

! 

! '  . .  
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- C ( 2 ) - H  bc = 6 1 , 2  ppm (dd, J 154 et 4 Hz) 
bH = 4 , 6 2  ppm (dt, J - 9 , 4  e t  3 , 3  Hz) 
bC = 6 7 , 3  ppm (d, J = 146 Hz) - C (3)-H 

bH 5 , 1 9  ppm (dd, J = 3D3 et 1 HZ) 

= C (5')-H 6c = 1 1 3 , 2 5  ppm (d, J = 202 Hz) 
I 

6H = 6 , 8 0  ppm (d, J = 1 Hz) 
= C ( 4 ' )  6c = 1 2 6 , 2 5  ppm (d ép., J = 6 Hz) 
= C ( 2 ' )  bc = 1 4 8 , 0 3  ppm (d ép., J = 7 Hz) ' 

I 

Le spectre de résonance magnétique nucléaire de 1 5 N  (40  

MHz en solution dans D20) donne trois signaux B 4 7 , 6  ; 7 1 , 4  et 

1 5 1 , 3  ppm. 
Le spectre de masse de la girolline permet de confirmer 

I 

la présence d'un atome de chlore li6 au squelette : 
D.C.I. 
D.C.I. 
F . A . B .  

Les dérivés ayant permis de confirmer la présence d'oxy- 

( N H 3 ) +  191 et 193 : présence d'un Cl(C) 
(ND3)+ 198 : présence de 6H interchangeables 
(Xe) ---$ 191 et dimère a 381.  

gène ont été préparés de la manière suivante : 
1' Dérivés "adamantyles". . 
Une solution ,de 15 mg ( 0 , 0 8  m mole) de girolline dans 

5 cm3 d'eau est amen%ß B pH de 8-9 par addition d'une solution de 
bicarbonate de sodium 2 10 %. On ajoute alors, en 3 fois, 0,24  m 
mole de fluoroformiate d'adamantyle en solution dans le dioxanne ( 3  
fois 0 , 3  cm3). Après 6 heures ii une température voisine de 20-23'12, 

le mélange réactionnel est extrait 21. l'éther éthylique.' Les ex- 
traits organiques sont purifiés par chromatographie sur couche 
épaisse (silice ; chlorure de méthylène/acétate d'éthyle 1-1  en 
volumes). On isole de cette manière debx produits : 

a) un produit moins polaire (7D3 mg) dont les caractéris- 
tiques sont les suivantes' : 

Rr' - 0 , 8 1  

[cilD = + 1 2 , 6  (C = 3 , l  ; chloroforme) 
spectre de masse : F . A . B , j 7 2 5  et 727 (isotope C1) 
spectre de résonance magnétique nucléaire du proton 
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(200 MHz, en solution dans CDClj) : 
adamantyle 

-+ (21-H 

-i: (3)-H 
-y w ) - H  
- p H  
L'6tude de ce spectre montre que le produit obtenu est 

6H - 1,70 et 2,25 ppm (2 m) 

= 3,48 ppm (m) 
dH - 4,47 ppm (m) 

' b H  = 5,67 ppm (d, J 1 ' 6  Hz) 

bH - 6,96 ppm ( 8 )  

6,, - 5,30 et 5,87 ppm (m de 1H et 2H) 

-C (1)-H2 6H 

trisubs t itue. 
10 b) un produit plus polaire (9mg) dont les caract6risti- 

ques sont les suivantes : 
Rf = 0,27 
spectre de masse : F.A.B.+54'7 et 549 (isotope C1) 
spectre de r6sonance magn6tique nucleaire du proton (200 

15 MHz, en solution dans CDCL.,) : 
adamantyle bH = 1,67 et 2,18 ppm (2nd 
-Ç(')-H2 bH - 3 , 4 0  et 3,73 ppm (2m) 

-tc 3) -H bH = 4,77 ppm (d, J 

-N-H et -0-H b8 = 4,46 ; 5,SO ot 5,90 ppm (3m) 
t'itude de ce spectre montre que le produit obtenu est 

I 

-4(2s-H bH 4137 ppm (d ' , 

2 Hz) 
20 Ç(S')-H 6H 6196 ppm (6) 

I 

disubetitu6. . , I /  
Entre lee deux di5riv6e obtenus, il existe une difference 

26 o&,, - 1,lO ppm pour -C (3)-H, ce qui permet de conclure ¿I la 
pr6sance d'un radical hydroxyle en -3. . 

2' DBrives "ao8tyl68" 
Lc d&rivE "adamantyle" le plus polaire est ac6tyl6 de la 

monfkre suivante : 
51) A IO mg du produit le plue polaire (H3547-549) dans 

0,6 cm3 de pyridine anhydre on ajoute 0,55 cm3 d'anhydride ac6ti- 
quc. On agito pendant 2 heurcs ii une tcmpCrature voioine de 20.C. 
Le melairgc rCnctlonnc1 cet vers6 dane da l'eau glache puis extrait 
pnr du chlorurc de m6thylPne. 
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AprEs evaporation du solvant, le produit brut obtenu est 

purifie par chromatographic en couche &poisse (Rilice ; chlorure de 
méthylène/acétate d',Qthyle : 1-1 en volumes).' On isole ainsi deux 
produits : 

a) derivé di (0,N) acetylé dont les caractéristiques sont 
les suivantes : 

R f  = 0,63 
spectre de' masse : i.c.4 631 et 633 (isotope Cl) 
spectre de r6sonance magnétique nucléaire du proton 

(200 MHz, en solution dans CDC13) : 

adamantyle 
-ÇO-CH3 
-~(I)-H~ bH'= 3,5 ppm (m> 

bH = 1,65 et 2,18 ppm (2m) 
bH = 2,28 et 2,47 ppm (2s) 

= 4,55 ppm (d ép,, J = 6Hz) - 6,O ppm (d, J = 6Hz) 

. -5: (2) -H bH 
-4 ( 3) -H bH 
=y (5  ) -H 
-Y-H 
b) dérive mono (O) acétylé dont les caractéristiques sont 

b H  = 7,10 ppm (8)  

bH = 5,20 et 9,65 ppm (m) 

les suivantes : 
Rf = 0,60 
spectre de masse : i.c.4589 et 591 (isotope CI) 
spectre de résonance magnétique nucléaire du proton (200 

MHz, en solution dans CDC13) : 

adamantyle b H  - 1,60 et 2,17 ppm (2m) 
-y ( 1) -H2 bH a 3,43 ppm (m) 
-$ (2 1 -H b H  = 4,47 ppni (m) 
-$ ( 3) -11 bI1 = 5,85 ppm ( d ,  .J = 6 Hz) 
= Ç ( 5 ' ) - H  h H  - 6.92 ppm ( 6 )  

-N-H b H  = 5,15  et 5,77 ppm. 
I 

Entre le dbriv6 monoacétyle et le derivé diacgtylé, il 
existe une différenceAbH - 1,08 ppm pour l e  - C ( 3 ) - H ,  ce qui penlet 
de confirmer lo presence du radical hydroxyle en - 3 .  

CO-C-H3 bH * 2,25 ppm ( 8 )  
I 

3" Dérivh dinityoph6nylE 
a )  dérive bis(dinitro-2,4 phenyl&) : 

A 14 m g  (0.07 mmolc) clc g i r o l l i ; l c ,  on oJoutc! 28 mg d e  
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bicarbonate de sodium en solution dans 0 , 5  cm3 d'eau distill6e. 
Apras 30 minutes d'agitation ¡I temperature ambiante, on ajoute une 
solution de 112 mg de dinitro-2,4 fluoro-1 benzene dans 2 cm3 

I 

d'ethanal. 
On agite pendant 2 heures ¡I une temperature voisine de 

2OoC. Apre8 concentration B'sec, le residu est repris par 20 cm3 
d'un melange chlorure de methyl8ne/m6thanol (8-2 an volumes). A p r h  
filtration sur verre fritt6 et Cvayorecion 1 sec du filtrat, le 
residu (102 mg) est purif i6 par flash-chromatographie (silice Herck 
7734 : hauteur de la colonne 150 mm ; diametre : 20 mm ; pression 
0 , 3  bar : eluant : chlorure de m&thylene/mîithanol 8-2 en volumes), 

On obtient ainsi le derive "bis (dinitro-2,4 phenylé)" 
(15  mg) dont ies caracteristiques sont les suivantes : 

Rf - 0,23 
[ a l ,  - O (methanol) 
spectre de masse : F.A.B..-+523 et 525 (isotope C1) 
spectre de rOaonance magnetique nucleaire du proton (400  

MHz, en solution dans CD40) : 
- Ç ( l ) - H  : 
- { ( l ) - H  : 

-+(2)-11 : hH 4 , 5 5  ppm (m) 
-$(3)-H : 6H 4,80 ppm (d, J 5Hz) 

47(5')-H : bH - 6,83 ppm (e) 

Lee protons des noyaux phenyl68 sont notEu "ou'" 
- 9 ( 6 " ' ) - H  bH 7,23 ppm (d, J 9 H z )  
- Ç ( 6 " ) - H  bH 7,97 ppm (d,.J 9 H z )  
9(5"')-H b H =  8,35 ppm (dd, J 9 et 3 H z )  
- Ç ( 5 " ) - H  J,, - 8,70 ppm (dd, J - 9 et 2 , s  Hz) 
IÇ ( 3" ' ) -H 8 ,98  ppm (d, J - 3 Hz) 
-7(3")-H dll 9,08  ppm (d, J 2,s H z )  
b) derive "bis(dinitro-2,4 phenyle)" acetyl6 
9 mg du produit "diplri?nyl6" sont dissoue dans 2 cm3 

I 
bH - 3,86 ppm (dd, J - 15 et 7 Hz) 
bH - 4 8 0  ppm (dd, J 15 e t  5 Hz) 

bH 

d'uirliydrido ac6tiqua at 2 cm3 dc pyridine anhydre. 

20.C. 

On ngltc pandant 4 jourtl 5 une temperature voisine d o  
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Après evaporation B sec, le residu est chromatograph16 
sur plaque de silice (Marck 60 P254 ; chlorure de methylhe/mgtha- 
no1 95-5 en volumes). On isole un compose (8 mg) dont les caracte- 
ristiques sont les suivantes : 

, Rf - 0,60 
spectre de rdsonance magnétique. nuclthire du proton (200 

MHz, en solution dans CD40) 
CO-C-H3 bH - 1,90 et 2,16 ppm (2s) 
-4(3)-H bH - 6,14 ppm (d, J = 7,s Hz) 
=F(S')-H bH = 7,56 ppm ( 8 )  

Entrd les derives "bis(dinitro-2,4 phényl6s)" acetyl6 et 
ce qui non ac6tyl6, il existe une diffircncehb, - 1,34 ppm, 

confirma la presence d'un radical hydroxyle en -3. 
Selon l'invention, la girolline ast obtenue B partir 

d'extraits d'animaux congeles, broyes et lyophilisee solublea dans 
l'gthanol et le methanol. Les extraits sont purifies par chromato- 
graphies successives sur des supports appropries en eluant avec des 
solventa ou des melanges de aolvants convenables. 

La girolline selon l'invention peut se presenter égale- 
ment sous forme de sels d'addition avec les acides mineraux ou 
organiques tel que l'acide chlorhydrique. 

La girolline selon l'invention presente des proprietes 
antitumorales remarquables. 

In vitro, elle s'est montree active sur les cellules 
lauciimiques P 388 B des concentrations comprise6 entre 0,001 et 
1 ygIcm3. 

L'activite in vitro a et6 confirmee in vivo chez la 
souris greffe8 avec de6 cellule8 leucemiquee P 388 B des dosee 

voisines de 1 mg/kg par' voie intra-periton6ale. 
La presedte invention concerne Bgalamant les compositions 

pharmacoutiques qui contiennent la girolline en association avec 
tout autre produit pharmaceutiquement acceptable, qu'il soit inerte 
ou physiologiquement actif. . 

Ces compositions pouvent $tre pr6sentées sous toute forme 

I 

$5 npproprihe 1 la voie d'administration pr6vue. La voie parentfirale 

1. , , . .. . ,  I .  
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est la voie d'administration préfércntielle ct notamment I n  voie 

Lntraveineuse. 

Les compositions selon l'invention pour administration 
parentérale peuvent être des solutions stériles aqueuses OU non 
aqueuses, des suspensions ou des émulsiohs. Comme solvont ou 
véhicule, on peut employer le propylèneglycol, lea huiles v6gé- 

tales, en particulier l'huile d'olive, et les esters organiques 
injectables, par exemple l'oléate d'éthyle. Ces compositions 
peuvent également comprendre des adjuvants en particulier des 
agents mouillants, émuleifiants et dispersants. La stérilisation 
peut se faire de plusieurs facons, par exemple h l'aide d'un filtre 
bactériologique, en incorporant la composition des agents stéri- 
lisants, par irradiation ou par chauffage. Elles peuvent également 
être préparées sous forme de compositions solides stériles qui 
peuvent Otre dissoutes ou dispersées au moment de l'emploi dans de 
l'eau stérile ou tout autre milieu stérile injectable. 

La girolline est particulièrement utile dans le traite- 
ment des hémopathies malignes et des tumeurs solides à des doses 
jdurnalières généralement comprises entre Oll et 1 mg/kg par voie 
intraveineuse pour un adulte. 

montrent comment l'invention peut être miAe en pratique. 
Les exemples suivants, donnés 1 titre non limitatif, 

I 

EXEMPLE 1 

25 kg d' Bponges Pseudaxinyssa cantharella congelées sont 
broyds et lyophilisés. On obtient ainsi 5 kg d'extrait brut conte- 
nant 45 % de chlorure de sodium qui est extrait per 3 fois 6,5 
litres d'gthanol. La phase 6thanolique est concentrge 2 sec. On 
obtient ainsi 1 kg'd'un produit qui est repris par 6 litres de 
mgthanol. La fraction soluble dans le methanol, a p r h  evaporation 

du solvant, est reprdae par 10 litres d'eau. Le résidu sec, issu de 
la phase aqueuse est repris par 4 litres de méthanol. Aprèe distil- 
lation du solvant, on obtient 477 g d'un extrait pâteux qui est 
adsorbé sur 4 3 9  g,de silice. 

. .. 
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On chrornntographie 365 g de l'extrait adsorbé sur s i l i c e  

sur une colonne de 0 cm de diamètre contenant 800 g de g e l  de 

silice (60 Merck Type 7734) en eluant avec un mélange initial 
acetate d'éthyle-méthyléthylcétone-acide * formique-eau (5-3-Os5-0,5 

en volumes) dans 'lequel on fait croTtre les proportions d'acide 
formique et d'eau et en recueillant des fractions de 400 cm3. 
Chaque fraction est contrôlée par chromatographie en couche minces 
les plaques étant révélées par pulverisatfon d'eau de Javel p u i s ,  

après séchage, par pulvérisation d'une solution saturée d'o-toli- 
dine dans l'eau acidifiée par 2 X d'acide acétique. On recueille 70 
fractions qui sont regroupées en 16 lots. Les huit premiers lots ne 
contiennent que des produits moins polaires que la girolline. Le 
dixième lot (25,I g) correspondant AUX fractions Gluées par le 
mélange acétate d'éthyle-méthyléthylcétone-acide formique-eau 
(5-5-2-2 en volumes) est le plus riche en girolline. 

* I  

On filtre la girolline brute ainsi obtenue sur une 
colonne de 5 cm de diamètre contenant 800 g de gel de Scphadex 
LH 20 en dluant avec du méthanol. On obtient ainsi 5,05 g d e  

girolline pure, avec ud rendement de 0,s g par kg d'organisme 
congelé. 

EXEMPLE 2 , -- 
.) 

On prépare une solution contenant 16 mgfcm3 de girolline 
en dissolvant 1,6 g de ce produit dans du soluté physiologique 
apyrogène en quantité suffisante pour obtenir 100 cm3. La solution 
obtenue est répartie aseptiquement en ampoules 3 raison de 5 cm3 
par ampoule, Les ampoules sont scellées ; elles contiennent chacune 
80 mg de girolline. 

t .., 
~ 
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REVENDICATIONS 

1 - Nouvelle substancc biologiqucment active, dbsign6e 
sous le nom de girolline, extraite de l'epongc identifiEe B Pseuda- 
xinyssa centharella, caracterisEc en ce qu'elle se presente SOUS 

forme d'une poudre blanche trEs hygroscopique et qu'elle repond ïi 

la formule : 
O5 

HII 

N 
I' 

NH2 

OH H 

ainsi que ses sels d'addition avec les acides, 
2 - ProcedB de preparation de la girolline caracterisé en 

10 I ce que l'on purifie par chromatographies successives sur des 
supports appropries des extraits solubles dans l'ethanol et le 
methanol d'&ponga Pseudaxinyesa cantharalla congelee, broyee et 
lyophilisGe, et isole le produit obtenu iventuellement sous fome 

d'un sel d'addition avec un acide. 
3 - Composition pharmaceutique caracrerisge en ce qu'elle 

contient la girolline en association avec un ou plusieurs produits 
pharmaceutiquemont acceptables inartes ou phyalologiquemant actifs. 

15 
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