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Nouvells substance biologiquament active, appelée girol-
line, extreite de I'dponge Pseudaxinyssa cantharella et son
‘procédé de préparation.

La girolline présente des propriétés antitumorales remarqua-
bles.
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La présente invention concerne une nouvelle substance
biologiquement active, aon procé&dé& de préparation et les compo~
sitions pharmnceutiquesAqui la contiennent,

La nouvelle substance, désignée sous le nom de girolline
est extraite d'une &ponge identifiée 3 Pscudaxinyssa cantharella
dont les caractéristiques.ont €té décrites par C. L&vyi, Bull. Mus.

Natn. Hist. Nat. Paris, 42me Série, 5, 719-722 (1983) et qui peut "

gtre péchée dans le lagon de Noumé&a (Nouvelle Calédonie).

La girolline se présente sous la forme d'une poudre
blanche trés hygroscopiéue. ‘

La structure de la girolline, sous forme de base ou de

sel, peut @tre présentée par la formule suivante :

dans laquelle Xg) représente un anion tel que l'ﬁnion chlorure
(c1n). ‘ » .
La structure de la girolline est déteérminée & partir de

l'3C. 1SN) et de

ses spectres de résonance magnétique nucléaire (lﬂ.
masse et des spectres de ses d&rivés.
La structure de la chailne hydroéarbonée est d&terminée
13
C) de la

girolline (400 et 100,1 MHz en solution dans D20 avec, comme

par les spectres de r&sonance magnétique nucléaire (lH et

référence externe, le dioxanne =-TMS pour l3C et 020 34 4,83 ppm pour

1H) qui présentent les caractéristiques suivantes :

\
- ? (1) -H, &c = 44,40 ppm (t, J- = 147 Hz)
8H = 3,48 ppm (dd, J = 13,7 et 9,4 Hz) et
3,64 ppm (dd, J = 13,7 et 3,3 Hz)

W

b



05

10

20

25

30

2585020

(2)-H éc = 61,2 ppm (dd, J =154 et 4 Hz)
8, = 4,62 ppm (dt, J = 9,4 et 3,3 Hz)
(3)-H &_ = 67,3 ppm (d, J = 146 Hz)
6, = 5,19 ppm {dd, J = 3,3 et | Hz)
(5')-H 6c = 113,25 ppm (d, J = 202 Hz)
&H = 6,80 ppm (d, J = 1 Hz)
= ? (4') b¢c = 126,25 ppm (d ép., J = 6 Hz)
= ? 2" 6c = 148,03 ppm (d ép., J = 7 Hz)

Le spectre de résonance magnétique nucléaire de

—_—— —0 —
=

-0

By o

MHz en solutidn dans DZO) donne trois signaux & 47,6 ; 71,4 et
151,3 ppm. ' ' ]

Le spectre de masse de la girolline permet de confirmet
la présence d'un atome de chlore 1ié au squelette :

D.C.I. (NH,) — 191 et 193 : présence d'un C1(C)

D.C.I. (NDB),_9 198 : présence de 6H interchangeables

F.A.B. (Xe) —3 191 et dimére & 381,

Les dérivés ayant permis de confirmer la brésence d'oxy-
géne ont &té préparés de la maniére suivante :

1° Dérivés "adémantyles".

Une solution .de 15 mg (0,08 m mole) de girolline dans

-5 cm3 d'eau est émen%g 2 pH de 8-9 par addition d'une solution de
bicarbonate de sodium i 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). Aprés 6 heﬁrgé 3 une temp@rature voisine de‘20-23°C,
le mélange réactionnel est extrait 3 l'éther éthylique.fLes ex-
traits organiques sont: purifiés par chromatographie su; couche
épaisse (silice ; chlorure de méthyléne/acéﬁate d'éthyle 1-1 en
volumes). On isole de cette manilre deux produits :

a) un produilt moins polaire (7,3 mg) dont les caractéris-
tiques sont les sulvantes :

RE = 0,81 ' ‘

[alD =4 12,6 (C = 3,1 ; chlorqforme) ‘

spectre de masse : F,A,B,..3725 et 727 (isotope Cl)

spectré de résonance magnétique nucléaire du proton
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(200 MHz, en solution dans CDCl3),:

adamantyle 5. = 1,70 et 2,25 ppm (2 m)

H

£ -, 8, = 3,48 ppm (m)

¢ )-8 8y = 4,47 ppu (m) |

- (3)-H '8, = 5,67 ppu (4, J =6 Hz)

-? (5')~H by = 6,96 ppm (8)

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

L'étude de ce spectre montre que le produit obtenu est‘
trisubstitué,

b) un produit plus polaire (9mg) dont les caractéristi-
ques sont les suivantes :

RE = 0,27

spectre de masse : F.A.B.._.547 et 549 (isotope Cl)

spectre de résonance magnétique nucléaire du proton (200
MHz, en solution daps CDCl3) :

adamantyle 6, = 1,67 et 2,18 ppm (2m)

$(1)-H, 8, = 3,40 et 3,73 ppam (2m)
-G(2)-H by = 4,37 ppm (m)
E(3)-H . S = 4,77 ppm (d, J = 2 Hz) -

= G(5')-H 8 = 6,96 ppm (s)

-?-H et ~0-H by = 4,46 ; 5,50 et 5,90 ppm (3m)

L'&tude de ce spectre montre que le produit obtenu est
disubstitué. s ] .

Entre les deux dérivés obtenus, il existe une différence
[36“ = 1,10 ppm pour ~C (3)-H, ce qui permet de conclure 3 la
présence d'un radical hydroxyle en -3.

2° périvée "acétylés"

Le dérivé "adamantyle” le plus polaire est acftylé de la
manidre suivante @ . .

‘ A 10 mg du produit le plus polaire (M—>»547-549) dans

0,6 cm3 de pyridine anhydre on ajoute 0,55 cm3 d'anhydride acéti-
que., On agite pendant 2 heures 3 une température voisine de 20°C,
Le mélange réactionnel est versé dans de 1'eau glacée puis extrait

par du chlorure de méthyldne.
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Aprés Evaporation du solvant, le produit brut obEQnu est
purifié par chromatographie en couche épaisse (silice j chlorure de
méthyléne/acétate d'éthyle : l-1 en voiumes){ On isole ainsi deux
produits : 4§

a) dérivé di (0,N) acétylé dont les caractéristiques sont
les sulvantes :

RE = 0,63

spectre de masse ; i.c,— 631 et 633 (isotope Cl)

spectre de résonance magnétique nucléaire du proton
(200 MHz, éh solutioﬁ dans CDCl3)

' adamantyle &, = 1,65 et 2,18 ppm (2m)

~go-CHy 6:‘- 2,28 et 2,47 ppm (28)
—9(1)—H2 éH = 3,5 ppm (m)

-¢(2)—H ' 6H = 4,55 ppm- (d 8p., J = 6Hz)
~G(3)-H 5H = 6,0 ppm (d, J = 6Hz)
=Q(5')-H 6H = 7,10 ppm (s8)

~N-H- ‘ 6H = 5,20 et 9,65 ppm (m)

b) dérivé mono (0) acétylé dont les caractéristiques sont
les suivantes : '
RE = 0,60
spectre de masse : i.c.—589 et 591 (isotope Cl)
spectre de résonance magnétique nucléaire du proton (200 .
. MHz, en solgtionAdans CDC13) :
adamantyle &, = 1,60 et 2,17 ppm (2m)

) C?—C-H3 7 6: = 2,25 ppm (s)
--('.‘.(1)-H2 ) 6H»° 3,43 ppm (m)
f§(2)-ﬂ : &y = 4,47 ppm (m)
-&(3)-n 8, = 5,85 ppm (d,.J = 6 Hz)
- q(S')-H OH = 6,92 ppm (5)
~N~H ’ 8, = 5,15 et 5,77 ppm.

E;tre le dérivé monoacétylé et le dérivé diacérylé, 1l
existe une différenceAcS“ = 1,08 ppm pour le ;C(B)-H. ce qui permet
de confirmer la présence du radical hydroxyle en = 3.- ‘

3° Dérivé dinityophénylé - L

. a) dérivé bis(dinitro-2,4 phénylé) :

A 14 mg (0,07 mmole) de girolline, on ajoute 28 mg de
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bicarbonate de sédium'éh solution dans 0,5 cm3 d'eau distillée,
Apréé 30 minutes d'agitation 3 température ambiante, on ajoute uﬁe
solution de 112 mg de dinitro-2,4 fluoro-l benz2ne dans 2 cm3
d'éthanol.,

On agite pendanc 2 heures & une température voisine de
20° C Aprésg concentracion d ‘sec, le r&sidu est .repris par 20 cm3
d'un mélange chlorure de méthyléne/méthanol (8-2 en volumes), Aprds
filtration sur verre fritté et évaporacion 3 sec du filtrat, le
résidu (102 mg) est purifié par flash-chromatographie (silice Merck
7734 ; hauteur de la colonne 150 mm ; diamé:re{i 20 mm ; pression
0,3 bar ; &luant : chlorure de méthyléne/méthanol 8-2 en volumes),

~ On obtienc'ainsi le dérivé "bis (dinitro-2,4 phényle)”
(15 mg) dont les caractéristiques sont les suilvantes :
Rf = 0,23

[a]D = 0 (méthanol)

spectre de masse : F,A,B...—523 et 525 (isotope Cl)

spectre de ré&sonance magnéciqhe nucléaire du proton (400
MHz, en solucion dans CD 0) :

-Q(l)-H : 6 = 3,86 ppm (dd, J = 15 et 7 Hz)

G- : a: = 4,0 ppm (dd, J = 15 et 5 Hz)
-?(2)-" : 8y = 4,55 ppm (m)

-§(3)-H 1 &, = 4,80 ppm (d, J = SHz)
“C(5')=H : &, = 6,83 ppm (s) o
Lea protons des noyaux phénylés sont notés "ou"!

=¢(6"')-H é, = 7,23 ppm (d, J = 9 Hz)

=C(6")=H 6y = 7,97 ppm (d,.J = 9 Hz)

=G(S"')=H &= 8,35 ppm (dd, J = 9 et 3 Hz)

-Q(S")-ﬂ 8y = 8,70 ppm (dd, J = 9 et 2,5 Hz)

=G(3"')-H 8y = 8,98 ppm (d, J = 3 Hz)

-9(3")-3 6y = 9,08 ppm (d, J = 2,5 Hz)

b) dérivé "bis(dinitro-2,4 phényl8&)" acétylé

9 mg du produit "diphénylé" ‘sont dissous dans 2 cm3l
d'anhydride acétique et 2 em3 de _pyridine anhydre, '

=

On agite pendant 4 joutu 4 une température voiaine de
20°C,

¥
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Aprés é&vaporation 3. sec, le résidu est chrohacographié
sur plaque de sailice (Merck 60 F254 ; chlorure de méthylé&ne/métha-
nol 95-5 en volumes). On isole un composé (8 mg) dont les caracté-
ristiques sont les suivantes :

. Rf = 0,60

spectre de résonance magnétique. nucléaire du proton (200
MHz, enAéolution dang CDQO)

C(')—C--H3 6H = 1,90 et 2,16 ppm (2s)

-G(3)-H H = 6,14 ppm (d, J = 7,5 Hz)

-C(S )=-H 6H = 7,56 ppm (s)

" Entre les dérivés "bis(dinitro-2,4 phénylés)" acétylé et
non acétyl&, il existe une différence.ﬁkb = 1,34 ppm, ce qui
confirme la présence d'un radical hydroxyle en -3,

Selon 1'invention, la girolline est obtenue a partir
d'extraits d'animaux congelés, broyés etv;yophiliaéa solubles dans
i'éthanol et le méthanol. Les extraits sont purifis par chromato-
graphies successives sur des supp&rts appropriés en éluant avec des
solvants ou des mélanges de solvants convenables.

La girolline seléh lfinventiog peut se présenter égale-
ment sous forme de sels d'addition avec les acides minéraux‘ou
organiques tel que 1'acide chlorhydrique. ' \

"La girolline selon l'invention présente. des propriétéa
antitumorales remarquablea.

In vitro, elle s 'est montrée active sur les cellules
laucémiques P 388 & des concentrations comptises entre 0,00] et
1 ug/em3. o oo

L'activité in vitro a &té confirmée in vivo chez la
souris greffée avec des cellules leucémiques P 388 & des doses
voisines de |} mg/kg par'voie intra-périt:onéale.w

La préséﬁ%e invention concerne &galement les compositions
pharmacoutiqueshqui contiennent la girolline en association avec

tout autre produit phurmaceutiquement acceptable, qu 11 soit inerte

ou physiologiquement actif.'

Ces compositions peuvent &tre présentecs sous toute forme

abpfopriqe 4 la voie d'administrntionrprévue. La voie parentfrale
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est la vole d'administration préférentielle et notamment la voie
Lntraveineuse; )

Les compositions selon 1l'invention pour administration
parentérale peuvent Etre des solutions gstériles aqueuses ou non
aqueuses, des suspensions ou des émulsions, Comme solvant ou
véhicule, on peut employer le propyléneglycol,. les hulles végé-
tales, en particulier 1l'huile d'olive, et les esters ofganiques
injectables, . par exemple 1"oléate d'éthyle. Ces compositions
peuvent é&galéement comprendre des adjuvants en particulier des
agents mouillanﬁs. émulsifiants et dispersants. La stérilisation
peut se faire de plusieurs fagons, par exemple & l'aide d'un filtre
bactériologique, en incorporant & la composition des agents stéri-~
lisants, par irradiation ou par chauffage, Elles peuvent Egalement
8tre préparées sous forme de compositions solides stériles qui
peuvent &tre dissoutes ou dispersées au moment de l'emplol dans de
l'eau stérile ou tout autre milieu stérile injectable.

La girolline est particuliérement utile dans le traite-
ment des hémopathies malignes et des tumeurs solides & des doses

journaliéres généralement comprises entre 0,1 et 1 mg/kg par voie

."intraveineuse pour un adulte.

Les exemples suivants, donnés & titre non 1limitatif,

montrent comment l'invention peut &tre mise en pratique. '

EXEMPLE 1

25 kg d'&ponges Pgeudaxinyssa cantharella congelées sont
broyés et lyophiligés. On obtient ainsi 5 kg d'extrait brut conte-
nant 45 % de chlorure de sodium qui est extrait par 3 fois 6,5
litres d'&thanol. La phase éthanolique est concentrée & sec, On
obtient ainsi 1 kg d'un produit qui est repris par 6 litres de
méthanol, La fraction soluble dans le méthanol, aprés é&vaporation
du solvant, est ;eprﬂge'par 10 litres d'eau, Le résidu sec, issu de
la phase aqueuse est repris par 4 litres de méthanol, Aprés distil-~
lation du solvant, on obtieﬁt 477 g.d'un extrait piteux qui est
adsorbé sur 439 g de silice, 4 ;
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On chromatographie 365 g de l'extrait adsorbé sur silice
sur une colonne de 8 cm de diamétre contenant 800 g de gel de
silice (60 Merck Type 7734) en é&luant avec un mélange initial
acétate d'éthyle-mééhyiéthylcé;one-acide'formique~eau (5-3-0,5-0,5
en volumes) dénsdiequel on fait crolitre les proportions d'acide
formiﬁue et d'eau et en recueillant des fractions de 400 cm3.
Chaque fraction est contrdlée par chromatographie en couche mince,
les plaques &tant révélées par pulvérisation d'eau ae Javel puis,
aprés séchage, par pulvérisation d'une solution saturée d'o-toli-
dine dans l'eau acidifide par 2 % d'acide acétique. Oh recueille 70
fractions qui sont regroupées en l6 lots. Les huit premiers lots ne
contieﬁnent‘que des pro&ui;s moins polaires que la girolline.. Le
dixiéme lot (25,1 g) corréspondanc aux 'fraccions 8luées par le
mélange acétate d'&thyle-méthyléthylcétone-acide formique-eau
(5-5-2-2 en volumes) est le plus riche en girolline.

On filtre 1la girolline brute ainsi obtenue sur une
colonne de 5 cm de diamétre contenant 800 g de gel de Sephaaei
LH 20 en é&luant avec du méthanol. On obtient lainsi 5,05 g de .
girolline pure, \avecj:un rendement . de 0,5 g par kg d'organisme

v

congelé, -

EXEMPLE 2 - : ?

On prépare une solution contenant 16 mg/cm3 de girolline
en dissolvant 1,6 g de ce produit dans du soluté physiologique
apyrogéne en quantité suffisante pour obtenir 100 cm3. La solution
obtenue est répartie aseﬁciquement en ampoules 3 raison de 5 cm3

par ampoule. Les ampoules sont scellées ; elles contiennent chacune

80 mg de girolline.
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REVENDICATIONS

1 - Nouvelle substance biologiquement active, désignée
sous le nom de girolline, extraite de 1'éponge identifiée 3 Pseuda-
xinyssa cantharella, caractérisde en ce qu'elle se présente sous
forme d'une poudre blanche tris hygroscopique et qﬁ'glle répond ‘a

la formule :

ainsi que ses sels d'addition avec les acides.

2 ~ Procédé de préparation de la girolline caractérisé en
ce que Y'on purifie par chromatographies successives sur des
supports appropriés des extraits solubles dans 1'&thanol et le
méthanol d'éponge Psgeudaxinyssa cantharella congelée, broyé&e et
lyophilisée, et isole le produit obtenu &ventuellement sous forme
d'un sel d'addition avec un acide, ,

3 ~ Composition bharmaceu:ique caractérisée en ce qu'elle
contient la girolline en association avec ﬁn ou plusieurs produits
pharmaceutiquement acceptables inertes ou physiologiquement actifs,




