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69 Esterastin, eine neue physiologisch wirksame Substanz und deren Herstellung.

@ Eine neue physiologisch wirksame Substanz, genannt °0;
Esterastin, wird beschaffen, welche die Wirksamkeit 80
von Esterase hemmt und niitzlich ist als immunosuppres-

sives Arzneimittel. Esterastin kann erzeugt werden durch o

Ziichtung eines Mikroorganismus Streptomyces MD4-Cl1, % 60-
identifiziert als FERM-P 3723 oder ATCC 31336, in g 50+
einem Kulturmedium unter aeroben Bedingungen und : a0
Gewinnung aus der erhaltenen Kultur. R
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PATENTANSPRUCHE
1. Verbindung, bezeichnet als Esterastin, welche der folgenden Formel entspricht:

CH4 (CHZ) 4CH=CHCH2CH=CHCH2€?HCHZCI-1“""CH (CH2 ); SCHS

2. Verfahren zur Herstellung von Esterastin, dadurch ge-

kennzeichnet, dass ein Esterastin erzeugender Stamm der
Gattung Streptomyces unter aeroben Bedingungen in einem
dafiir geeigneten Kulturmedium, welches assimilierbare
Kohlenstoff- und Stickstoffquellen enthilt, wihrend ge-
niigender Zeit geziichtet wird, um Esterastin im Kultur-
medium zu erzeugen und anzureichern, und das Esterastin
aus der Kultur gewonnen wird.

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet,
dass der Esterastin erzeugende Stamm der Stamm Strep-

0 0.
co

CHNHCOCH 3

CH,CONH

2 2

Temperatur von 27 bis 37 °C und vorzugsweise von 25 bis
35°C unter aeroben Bedingungen geziichtet wird.

25 5. Verfahren nach Patentanspruch 3, dadurch gekenn-
zeichnet, dass der Stamm Streptomyces MD4-Cl bei einer
Temperatur von 25 bis 35°C wihrend 2 bis 4 Tagen unter
aeroben Bedingungen geziichtet wird.

6. Immunosuppressives Arzneimittel zur Herabsetzung

30 der Immunitétsreaktion, dadurch gekennzeichnet, dass es
eine wirksame Menge Esterastin als aktiven Bestandteil zu-
sammen mit einem pharmazeutisch annehmbaren Triger fiir

tomyces MD4-Cl ist, welcher als FERM-P 3723 oder ATCC  den aktiven Bestandteil enthilt.

31336 identifiziert ist.
4. Verfahren nach Patentanspruch 3, dadurch gekenn-
zeichnet, dass der Stamm Streptomyces MD4-Cl bei einer

Die vorliegende Erfindung bezieht sich auf eine neue
physiologisch wirksame Substanz, namlich Esterastin, wel-
che wirksam ist zur Hemmung der enzymatischen Aktivitit
von Esterase. Die Erfindung bezieht sich ferner auf ein Ver-
fahren zur Erzeugung von Esterastin, insbesondere auf ein
Verfahren zur Herstellung von Esterastin durch Ziichten ei-
nes Mikroorganismus, nimlich einer Art der Gattung Strep-
tomyces, in einem Kulturmedium, um Esterastin zu erzeugen
und anzureichern, und anschliessende Gewinnung von Este-
rastin aus der Kultur. Die Erfindung bezieht sich ferner auf
ein immunosuppressives Arzneimittel, welches Esterastin als
aktiven Bestandteil enthilt.

Es wurde gefunden, dass eine Substanz, welche gegen
Esterase wirksam ist, in der Kultur vorhanden ist, welche
durch Ziichtung eines Mikroorganismus erhalten wird, wel-
cher aus einer Erdprobe isoliert wurde, welche im Boden von
Biseibutsu Kagaku Kenkyuo-sho in Shinagawa-ku, Tokyo,
Japan, gesammelt wurde, und welcher Mikroorganismus als
Streptomyces MD4-Cl bezeichnet wurde. Es gelang, diese
Substanz aus der Kultur zu isolieren. Als Resultat der Un-
tersuchungen wurde gefunden, dass diese Substanz eine neue
Substanz ist, welche nunmehr als Esterastin bezeichnet wird.
Esterastin erwies sich als niitzliches Heilmittel, welches wirk-
sam ist zur Herabsetzung der Anzahl Zellen, welche tumora-
le Antikorper bilden, sowie zur Unterdriickung der cellula-
ren Immunitdt. Da Esterastin eine Substanz mit viel geringe-

7. Immunosuppressives Arzneimittel nach Patentan-
35 spruch 6, dadurch gekennzeichnet, dass das Gewichtsver-
héltnis von Esterastin zum Tréger 1:1 bis 1:100 betrigt.

rer Toxizitét ist, ist sie eine physiologisch wirksame Verbin-
dung, welche ohne Gefihrdung als Arzneimittel verwendet

4s werden kann, um zahlreiche lebensgefihrliche Erkrankun-
gen zu behandeln, welche durch Immunitétsreaktionen (im-
mune reactions) hervorgerufen werden, wie z. B. kontaktal-
lergische Dermatitis, systemischer Lupus, erythrematosus,
autoimmune hdmatolytische Anéimie, Periarteritis nodosa,

s0 Myastenia gravis, Arthritis, Rheumatismus und Multiple
Sclerose, und welche als immunosuppressives Arzneimittel
bei der Transplantation von inneren Organen, wie Herz,
Niere und Muskeln, verwendet werden kann. Es wird ferner
erwartet, dass Esterastin als entziindungswidriges Mittel

ss niitzlich ist, weil es die Aktivierung des Komplementsystems
infolge der Esterase hemmenden Wirkung von Esterastin
hemmt.

Bei der systematischen Forschung nach einer physiolo-
gisch aktiven Substanz, welche die Zersetzung von p-Nitro-
% phenylacetat durch Esterase hemmt, wurde Esterastin in der
Fermentationsbriihe des oben erwihnten Mikroorganismus
gefunden. Die weitere Untersuchung von Esterastin ergab,
dass diese Substanz die weiter unten angefiithrte chemische
o Struktur aufweist.

Gemiiss der vorliegenden Erfindung wird daher eine neue
Verbindung beschafft, ndmlich Esterastin der folgenden
Formel:
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CH+ (FIHZ) 4CH=CHCH2CH=CHCH2CHCHZCH“""CH(CHZ) SCH3

Esterastin ist eine farblose pulverférmige Substanz, wel-
che von neutraler Natur ist und eine Wirksamkeit aufweist,
um die Wirkung von Esterase zu hemmen, und welche fol-
gende physico-chemische Eigenschaften aufweist:

(a) Es hat einen Schmelzpunkt von 90 bis 95 °C und eine
spezifische optische Drehung [¢]?°p von + 11° (¢ 1, Chloro-
form).

(b) Esterastin ist 1oslich in Pyridin, Dimethylsulfoxid,
Methanol, Athanol, Aceton, Athylacetat, Butylacetat, Chlo-
roform und Benzol, jedoch nur spérlich in Wasser, Petrol-
dther und Hexan.

(c) Das Molekulargewicht betrégt 506, gemessen mittels
Massenspektrometrie.

(d) Elementaranalyse: C 67,04%, H 9,21%, N 5,56%
und O 17,90%.

(e) Das Ultraviolett-Absorptionsspektrum in 95% Me-
thanol ergibt eine Adsorptionsspitze Amax bei 230 nm (E ‘l‘:f’m
22,5).

() Das Infrarot-Absorptionsspektrum von Esterastin
tablettiert in Kaliumbromid zeigt charakteristische Absorp:
tionsbanden bei 3470, 3350, 2950, 1840, 1730, 1645, 1610,
1545, 1415, 1375, 1325, 1260, 1225, 1185, 1115, 1040, 1020,
975, 920, 900, 880, 840, 810 und 690 cm™!.

(g) Esterastin weist das in Fig. 3 der beiliegenden Zeich-
nungen dargestellte NMR-Absorptionsspektrum auf.

Gemiiss der vorliegenden Erfindung wird ferner ein Ver-
fahren fiir die Herstellung von Esterastin geschaffen, welches
dadurch gekennzeichnet ist, dass ein Esterastin erzeugender
Stamm der Gattung Streptomyces unter aeroben Bedingun-
gen in einem geeigneten Kulturmedium, welches assimilier-
bare Kohlenstoff- und Stickstoffquellen enthilt, wihrend
geniigender Zeit geziichtet wird, um Esterastin im Kultur-
medium zu erzeugen und anzureichern, und das Esterastin
sodann aus der Kultur gewonnen wird.

Der Esterastin erzeugende Stamm von Streptomyces
kann zum Beispiel Streptomyces MD4-Cl sein, wie oben er-
wiihnt. Dieser Stamm MD4-Cl wurde am 25. September
1976 in einer anerkannten japanischen Sammelstelle, dem
«Fermentation Research Insitute, Agency of Industriel
Science and Technology», Inage, Chiba-City, Japan, unter
der Nummer FERM-P 3723 hinterlegt. Dieser Stamm MD4-
Cl wurde ferner am 20. September 1977 in der «American
Type Culture Collection», Maryland, USA, unter der
ATCC-Nummer 31336 hinterlegt.

Die Kultur- und taxonomischen Eigenschaften des Stam-
mes MD4-Cl sind im folgenden beschrieben.

1. Mikroskopische Morphologie
Der Stamm MD4-CI weist verzweigte Substrat-Mycelien
auf, von welchen sich Luft-Hyphen in Form offener Spiralen
entwickeln. Es wurde keine wirbelf6rmige Verzweigung
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beobachtet. Reife Sporenketten tragen iiblicherweise mehr
als zehn konische Sporen. Die Sporen weisen im allgemeinen
eine Grosse von etwa 0,6 bis 0,8 x 0,8 bis 1,2 Mikron auf
und haben eine glatte Oberfléche.

2. Wachstumscharakteristiken auf verschiedenen Kultur-
medien

Die Bezeichnung der Farben in Klammern [], welche im
folgenden angefiihrt sind, entspricht dem Farbstandard in
«Color Harmony Manual», herausgegeben von Container
Corporation of America.

(1) Auf Saccharose-Nitrat-Agar (inkubiert bei 27 °C):
farbloses Wachstum trigt Luft-Hyphen von griulich-roter
Farbe [6 ge, Rose Gray] bis rotlich-graver Farbe [5 ge, Rose-
wood]. Kein 16sliches Pigment wurde beobachtet.

(2) Auf Glucose-Asparagin-Agar (inkubiert bei 27 °C):
farbloses Wachstum trigt Luft-Hyphen von leicht rétlich-
brauner Farbe [5 ec, Dusty Peach] bis leuchtend braun-
grauer Farbe [3 fe, Silver Gray]. Es wurde kein 18sliches Pig-
ment beobachtet. -

(3) Auf Glycerin-Asparagin-Agar (ISP No. 5 Medium,
inkubiert bei 27 °C): farbloses bis hellgelbes Wachstum trigt
Luft-Hyphen von weisser bis rosa-weisser Farbe nach etwa -
14 Tagen Inkubation. Es wurde kein l6sliches Pigment beob-
achtet.

(4) Auf Stirke-anorganische Salze-Agar (ISP No. 4, Me-
dium, inkubiert bei 27 °C): farbloses Wachstum trigt Luft-
Hyphen von leuchtend braun-grauer Farbe [3 fe, Silver
Gray] bis rosa-grauer Farbe. Es wurde kein I6sliches Pig-
ment beobachtet.

(5) Auf Tyrosin-Agar (ISP No. 7 Medium, inkubiert bei
27°C): hellgelbes Wachstum trédgt Luft-Hyphen von rosa-
weisser Farbe bis rotlich-grauer Farbe [5 ge, Rosewood]. Es
wurde kein 16sliches Pigment beobachtet.

(6) Auf Nihr-Agar (inkubiert bei 27 °C): hellgelbes
Wachstum. Es wurden weder Luft-Hyphen gebildet noch
18sliches Pigment beobachtet.

(7) Auf Hefeextraki-Malzextrakt-Agar (ISP No. 2, Me-
dium, inkubiert bei 27 °C); hellgelblich-braunes bis gelblich-
braunes Wachstum trigt Luft-Hyphen von leuchtend braun-
grauer Farbe bis rétlich-grauer Farbe [7 ig, Rose Taupe]. Es
wurde kein 16sliches Pigment beobachtet.

(8) Auf Hafergriitze-Agar (ISP No. 3, Medium, inkubiert
bei 27 °C): farbloses bis hellgelbes oder dunkelgelbes Wachs-
tum trigt Luft-Hyphen von gréulich-roter Farbe [6 ge, Rose
Gray] bis rotlich-grauer Farbe [5 ge, Rosewood bis 5 ig,
Rose Taupe]. Es wurde kein 16sliches Pigment beobachtet.

(9) Auf Glycerin-Nitrat-Agar (inkubiert bei 27 °C): hell-
gelbes bis hellgelblich-braunes [3 ie, Camel bis 4 ie, Cork
Tan] Wachstum triigt Luft-Hyphen von weisser bis brdun-
lich-weisser Farbe.
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(10) Auf Stirke-Agar (inkubiert bei 27 °C): farbloses
Wachstum trigt Luft-Hyphen von briunlich-weisser Farbe
bis hellbrdunlich-grauer Farbe [S dc, Pussywillow Gray]. Es
wurde kein l6sliches Pigment beobachtet.

(11) Auf Calciummalat-Agar (inkubiert bei 27 °C): farb-
loses Wachstum trigt Luft-Hyphen von weisser Farbe bis
schwach rotlich-brauner Farbe {5 ec, Dusty Peach] bis rot-
lich-grauer Farbe [5 ge, Rosewood]. Es wurde kein l8sliches
Pigment beobachtet. :

(12) Auf Cellulose (inkubiert bei 27 °C): das Wachstum
ist farblos. Weder werden Luft-Hyphen gebildet, noch wur-

de ein 16sliches Pigment beobachtet.

(13) Auf Gelatineeinstich: auf leerem Gelatine-Medium
(inkubiert bei 20 °C) ist das Wachstum farblos und entwik-
kelt Luft-Hyphen von weisser Farbe und erzeugt ein 16sli-
ches Pigment von brauner Farbe. Auf Glucose-Pepton-Ge-
latine-Medium (inkubiert bei 27 °C) entsteht ein hellgelbes
bis hellgelblich-braunes Wachstum mit sich schwach entwik-
kelnden Luft-Hyphen von weisser Farbe und unter Er-
zeugung eines 16slichen Pigmentes von dunkelbrauner Far-
be.

(14) Auf Magermilch (inkubiert bei 37 °C): farbloses bis
hellgelbes Wachstum trigt wenig Luft-Hyphen von weisser
Farbe. Das 16sliche Pigment ist sehr schwach braungetont
vom neunzehnten Tag der Inkubation an.

3. Physiologische Eigenschaften

(1) Temperatur fiir Wachstum:

Das Wachstum auf Stirke-Hefe-Agar (enthaltend 1,0%
16sliche Stérke, 0,2% Hefeextrakt und 3,0% Agar, pH 7,0
bis 7,2) wurde bei 20 °C, 24°C, 27°C, 30°C, 37°C und 50°C.
untersucht. Der Stamm MD4-Cl wuchs bei allen untersuch-
ten Temperaturen ausser bei 50 °C. Die optimale Tempera-
tur fiir ein gutes Wachstum wurde in der Nihe von 27 bis
37°C festgestellt.

(2) Verfliissigung von Gelatine:

Leeres Gelatinemedium (15%) wurde nicht verfliissigt,
wenn es bei 20 °C inkubiert wurde. Die Gelatine (15%) in
Glucose-Pepton-Gelatine-Medium begann sich vom fiinften
Tag der Inkubation an zu verfliissigen, wenn es bei 27 °C in-
kubiert wurde, und der Grad der Verfliissigung war mittel
bis schwach.

(3) Hydrolyse von Stirke:

Die Stérke in einem anorganischen Salze-Stirke-Agar-
Medium und in Stirke-Agar-Medium wurde etwa vom fiinf-
ten Tag der Inkubation an hydrolysiert, wenn die Inkuba-
tion bei 27 °C stattfand, und der Grad der Hydrolyse war
mittel.

(4) Koagulation und Peptonisierung von Magermilch:

Die Koagulation von Magermilch begann nicht, aber die
Peptisierung begann von etwa dem zwélften Tag der In-
kubation an, wenn bei 37 “C inkubiert wurde. Der Grad der
Peptonisierung war mittel.

{5) Bildung von Melanoidpigmenten: :

Die Bildung von Melanoidpigmenten wurde auf Tryp-
ton-Hefeextrakt-Briihe (ISP No. | Medium) und auf Pep-
ton-Hefeextrakt-Eisenagar (ISP No. 6 Medium) beobachtet,
wenn bei 27 °C inkubiert wurde. Keine Pigmentierung wurde
beobachtet auf Tyrosin-Agar (ISP No. 7 Medium).

(6) Verwendung von Kohlenstoffquellen fiir Wachstum:

Die Verwendung der unten erwéhnten Kohlehydrate
wurde in Pridham-Gottlieb-Agar-Medium (ISP No. 9 Me-
dium) gepriift, wenn bei 27 °C inkubiert wurde.

4

- Glucose wurde fiir das Wachstum verwertet, aber L-Ara-
binose, D-Xylose, D-Fructose, Saccharose, Inositol, L-
Rhamnose, Raffinose und D-Mannitol wurden nicht ver-
wertet.

5 )
(7) Verfliissigung von Calciummalat:

Calciummalat in Calciummalat-Agar-Medium wurde um
das Wachstum herum etwa vom zehnten Tag der Inkubation
an verfliissigt, wenn bei 27 °C inkubiert wurde. Der Grad an

10 Verflitssigung war mittel bis stark. o

(8) Reduktion von Nitrat:

Die Reduktion von Nitrat wurde in wisseriger Pepton-
16sung, welche 1,0% Kaliumnitrat enthielt (ISP No. 8 Me-

15 dium), nicht beobachtet, wenn bei 27 °C inkubiert wurde.

Unter Zusammenfassung der oben erwéhnten Eigen-
schaften des Stammes MD4-Cl wird festgestellt, dass dieser
Stamm zur Gattung Streptomyces gehdrt und dass die Luft-
Hyphen Spiralen bilden, aber keine Wirbel entwickeln. Die

20 Oberfliche der Sporen ist glatt bei mikroskopischer Beob-
achtung. Auf verschiedenen Medien weist das Wachstum
eine Farbe von farblos bis hellgelb oder hellgelblich-braun
auf, unter Bildung von Luft-Hyphen von rotlich-grauer Far-
be bis rose-grauer Farbe bis leuchtend braun-grauer Farbe,

25 jedoch ohne Bildung von 18slichem Pigment. Die Bildung’
von Melanoid-Pigmenten ist positiv auf Trypton-Hefeex-
trakt-Brithe und auf Pepton-Hefeextrakt-Eisenagar-Me-

dium, jedoch negativ auf Tyrosin-Agar-Medium. Die Pro-

teolyse und die Stirkehydrolyse sind von mittlerem Grad.
Unter Beriicksichtigung der oben erwéihnten Eigenschaf-
ten wird der Stamm MD4-Cl mit bekannten analogen Arten

“von Streptomyces verglichen unter Bezugnahme auf die Be-

schreibungen der International Streptomyces Project (ISP).
Es wurde gefunden, dass der Stamm MD4-Cl am #hnlich-

35 sten dem Streptomyces lavendulae ist (siehe «Journal of Sy-
stematic Bacteriology», Band 18, Seite 138 (1968), im folgen-
den als Literatur No. 1 bezeichnet; und Waksman «The Ac-
tinomycetes», Band 2, Seite 234, im folgenden als Literatur

" No. 2 bezeichnet) sowie dem Streptomyces avidinii (siche

a0 «Journal of Systematic Bacteriology», Band 22, Seite 276
(1972), im weiteren als Literatur No. 3 bezeichnet, und «An-
timicrob. Ag. Chemother.», Seite 20 (1963), im folgenden als
Literatur No. 4 bezeichnet). Diese beiden bekannten Arten -
wurden erhalten und direkt mit dem Stamm MD4-Cl vergli-

as chen. Eine Zusammenstellung der Resultate dieses Verglei-
ches ist in der folgenden Tabelle enthalten.

Wie aus der obigen Tabelle I ersichtlich ist, ist der
Stamm MD4-Cl sehr &hnlich dem Streptomyces lavendulae
ISP 5069 und dem Streptomyces avidinii ISP 5526. Unter

so den Stdmmen, welche das Antibiotikum MSD-235 erzeugen,
unterscheidet sich Streptomyces avidinii von Streptomyces
lavendulae dadurch, dass das erstere Luft-Hyphen bildet,
welche eine Grautonung aufweisen. Soweit die Resultate der
obigen Vergleiche und die Beschreibungen der Literaturen

ss No. 1 und 3 betroffen sind, ist der Unterschied der Farbe der
Luft-Hyphen nicht von Bedeutung zur Unterscheidung von
Streptomyces avidinii von Streptomyces lavendulae. Gros-
sere Unterschiede zwischen diesen beiden Arten bestehen
nur darin, ob die Bildung von Melanoid-Pigment und die

60 Koagulation von Milch beobachtet wird oder nicht. Diese

beiden Arten gelten jedoch als sehr nahe miteinander ver-

wandt, da die oben erwihnten Unterschiede nicht den ent-
scheidenden Faktor zur Unterscheidung von einer Art der

Gattung Streptomyces von einer anderen Art bilden.

Es wurde gefunden, dass der Stamm MD4-Cl ein be-
kanntes Antibiotikum, ndmlich Streptothricin, bildet, und
der Stamm MD4-Cl stimmt mit Streptomyces lavendulae
gut tiberein mit Ausnahme der Tatsache, dass sie beziiglich

30

65
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Tabelle I
Eigenschaften MD4-Cl Streptomyces lavendulae Streptomyces avidinii
ISP 5069 ISP 552
Form der Luft-Hyphen Spiralen* Rectiflexible oder Spiralen Spiralen*
(Literatur Nr. 1: (Literatur Nr. 3:
Retinaculiaperti) Retinaculiaperti)
Sporenoberfliche glatt glatt (teilweise unvoll- glatt
stindig warzig)
Farbe der Luft-Hyphen rotlich-grau bis rosa-grau rosa-grau bis leuchtend rotlich-grau bis rosa-grau
bis leuchtend braun-grau braun-grau bis braunlich-grau
Farbe des Wachstums farblos bis hellgelb farblos bis hellgelblich- —_—
bis hellgelblich-braun braun (teilweise hellolive
bis griulich-olive getdnt)
Losliches Pigment  — _— e

Bildung von Melanoidpigment
auf ISP Nr. 1 Medium

auf ISP Nr. 6 Medium

auf ISP Nr. 7 Medium
Hydrolyse von Stérke
Koagulierung von Milch
Peptonisierung von Milch
Verfliissigung von Gelatine

in leerem Gelatinemedium

in Glucose-Pepton-Gelatine-
Medium

Reduktion von Nitrat -
Verwertung von Kunststoff-

quelle

Glucose +
L-Arabinose -
D-Xylose -
D-Fructose -
Saccharose —
Inositol -
L-Rhamnose -
Raffinose -
D-Mannitol
Erzeugte Antibiotica

+ (schwach)

I+ 1+ 1+

-+

Streptothricin

Anmerkungen; «¥» bedeutet mogliche Nicht-Verwertung.

*  gs wurde keine Bildung von Spiralen in ISP Nr.

der Bildung von Melanoid-Pigment voneinander verschieden
sind. Anderseits stimmt der Stamm MD4-Cl mit Streptomy-
ces avidinii in jeder Bezichung {iberein, mit Ausnahme der
Tatsache, dass der Erstgenannte keine Koagulation von
Milch hervorruft.

In Anbetracht des oben Genannten wird festgestellt, dass
der Stamm MD4-CI zu einer Gruppe von Streptomyces la-
vendulae gehort, und der Stamm MD4-Cl wird nunmehr als
Streptomyces lavendulae MD4-Cl bezeichnet.

Eine Mutation von Actinomyceten tritt oft entweder un-
ter kiinstlichen oder unter spontanen Bedingungen ein. Der
erfindungsgemiss verwendete Streptomyces lavendulae
MD4-Cl umfasst daher alle moglichen Mutanten. Ferner er-
streckt sich die vorliegende Erfindung auf die Verwendung
aller Stimme der Art Streptomyces, welche Esterastin er-
zeugt.

Esterastin kann durch aerobe Ziichtung von Sporen oder
Mycelien eines Esterastin erzeugenden Stammes der Gattung
Streptomyces, wie z.B. dem Stamm Streptomyces MD4-Cl
(identifiziert als FERM-P 3723 oder ATCC No. 31336) er-
zeugt werden. Bei der Durchfithrung des erfindungsgemis-
sen Verfahrens wird eine Menge an Sporen oder Mycelien ei-
nes Esterastin erzeugenden Stammes in ein geeignetes Kul-
turmedium geimpft, welches assimilierbare Kohlenstoff- und

+ (schwach) + (schwach)

+ +

+ _—

+ +

- +

+ +

+ +

+ +

- F (Literatur Nr. 3: +)

|
1

Streptothricin, MSD-235 MSD-235

5 Medium beobachtet.

ss Stickstoffquellen enthilt, und anschliessend unter aeroben

Bedingungen, vorzugsweise unter submersen aeroben Bedin-
gungen, inkubiert, so dass Esterastin in der Kulturbriihe er-

zeugt und angesammelt wird. Im allgemeinen konnen Néhr-
stoffbestandteile von Kulturmedien, welche iiblicherweise

so fiir die Ziichtung von gewohnlichen Actinomycetes einge-

setzt werden, fiir die Zwecke der vorliegenden Erfindung

verwendet werden. Beispielsweise konnen handelsiibliches
Glycerin, Glucose, Lactose, Saccharose, Stirke, Maltose,
Melassen und andere Kohlehydrate sowie Fett und Ol als

55 Kohlenstoffquellen verwendet werden. Im Handel erhitli-

ches Pepton, Fleischextrakt, Baumwollsamenmehl (z. B.
Pharma-Media), Erdnussmehl, Soyabohnenmehl, Hefeex-
trakt, N-Z-Amin, Casein, L-Asparagin, Natriumnitrat,
Ammoniumnitrat, Ammoniumsulfat und dergleichen kén-

60 nen als Stickstoffquellen niitzlich sein. Ausserdem kdnnen

Natriumchlorid, Phosphat, Calciumcarbonat, Magnesium-
sulfat und andere anorganische Salze als Salzzusatz im Kul-
turmedium verwendet werden. Andere Melallsalze und ver-
schiedene Schwermetallsalze kénnen ebenfalls in Spuren zu-

65 gesetzt werden, falls erforderlich, sofern sie durch den Este-
 rastin erzeugenden Stamm verwertet werden und die Er-

zeugung von Esterastin nicht beeintrachtigen. Alle Nahrmit-
tel, welche fiir die Ziichtung von Actinomyceten bekannt
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sind, konnen im erfindungsgeméssen Verfahren verwendet
werden, sofern sie durch den Esterastin erzeugenden Stamm
fiir die Erzeugung von Esterastin assimilierbar sind.

Insbesondere wird Glycerin als Kohlenstoffquelle und
Baumwollsamenmehl, L-Asparagin und dergleichen als
Stickstoffquelle bevorzugt. Ein Kulturmedium, welches
1.5% Glycerin, 1,5% Baumwollsamenmehl, 0,2% L-Aspa-
ragin und 0,3% Natriumchlorid enthilt, wird bevorzugt.

Fiir die Erzeugung von Esterastin in grossem Massstab
wird die Fliissig-Kultur bevorzugt. Jede Temperatur, bei ,
welcher der Esterastin erzeugende Stamm beféhigt ist, zu
wachsen und Esterastin zu erzeugen, kann fiir die Ziichtung
verwendet werden, doch liegt eine besonders bevorzugte In-
kubationstemperatur im Bereich von 25 bis 35 °C. Die Kul-
tivierung wird wihrend geniigend langer Zeit fortgesetzt, um
eine geniigende Menge an Esterastin im Kulturmedium oder
der Kulturbriihe zu erzeugen und anzusammeln. Beispiels-
weise erreicht die Produktion und Anreicherung von Estera-
stin ein Maximum am Ende der Inkubation wihrend 2 bis 4
Tagen, wenn ein Kulturmedium, welches 1,5% Glycerin,
1,5% Baumwollsamenmehl, 0,2% L-Asparagin und 0,3%
Natriumchlorid (pH 7,4) enthilt, zubereitet und sterilisiert
wurde, gefolgt von der Impfung mit Sporen und Mycelien,
welche aus einer Schriigkultur des Stammes MD4-Cl erhal-
ten worden waren, und durch Ziichtung unter Schiitteln bei
27°C unter aeroben Bedingungen.

Die Bestimmung der Esterastin-Menge kann durchge-
fiihrt werden, indem man die Fahigkeit von Esterastin, Este-
rase zu inhibieren, bestimmt gemiss einer Modifikation der
Methode von Yasunori Kobayashi, beschrieben in «Seika-
gaku», Band 36, Seite 335 (1964). So wird ein im Handel er-
hiltliches rohes Lipase-Priparat, welches aus Schweinepan-
creas erhalten wurde, in einer Konzentration von 0,5 Ge-
wichtsprozent in einer 0,05M mit Phosphat gepufferten L6-
sung (pH 7,0), welche 0,2% «Triton X-100» (Markenbe-
zeichnung fiir ein Emulgiermittel, welches aus Polyithylen-
glykolalkylphenyléther besteht und ein Produkt von Rohm
& Haas Co., USA ist) aufgeldst. 0,03 ml dieser Lipase-Lo-
sung, 2,92 ml 0,05M Phosphatpufferlésung (pH 7,0) und
0,025 ml einer Losung, welche eine zu bestimmende Estera-
stin-Probe enthalt, werden zusammen vermischt und das er-
haltene Gemisch (2,975 ml) wird wihrend 3 Minuten anf
20°C erwdrmt und anschliessend mit 0,025 ml einer Losung
vermischt, welche 10 mg/ml p-Nitrophenylacetat in Me-
thanol enthilt, um die Reaktion von p-Nitrophenylacetat
mit Lipase in Gang zu bringen. Nachdem die Reaktion wih-
rend 30 Minuten bei 20 °C stattgefunden hat, wird die Ab-
sorption (a) bei 400 nm der erhaltenen Reaktionslosung ge-
messen. Anderseits wird die Absorption (b) bei 400 nm einer
Kontrollreaktionslosung bestimmt, welche in einem Kon-
trollversuch unter denselben Bedingungen wie oben unter
Verwendung einer 0,05M Phosphatpufferldsung, welche
kein Esterastin enthielt, erhalten wurde. Der Grad (Prozent)
an Inhibition gegeniiber Esterase wird nach der folgenden
Gleichung berechnet:

b—a)

0
5 10

Inhibition (%) =

Gemiss dieser Untersuchungsmethode wies das farblose
Esterastinpulver (das Produkt des nachfolgenden Beispiels
7) eine derartige Wirksamkeit auf, dass seine ID,, d.h. die
Dosis, welche 50%ige Inhibition gegeniiber Esterase erzielte,
0,0002 mcg/m! betrug.

Esterastin kann sowohl durch eine Tankkultivierungsme-
thode, wie durch ein Schiittelkultivierungsmethode erzeugt
werden. So kdnnen z.B. 250 bis 300 Liter eines fliissigen

Kulturmediums, welches 1,5% Pharma-Media, 15% Glyce-
rin, 0,3% Natriumchlorid und 0,2% L-Asparagin enthilt, in
einen Fermentiertank von 570 Liter Fassungsvermdgen ein-
gefiillt und anschliessend sterilisiert werden, worauf das Me-

s dium mit einer Schrigkultur des Stammes MD4-Cl auf ein
Inoculummass von 10% beimpft wurde, wihrend sterile
Luft mit einer Geschwindigkeit von 250 bis 300 Liter/Minu-
te in das Medium eingefiihrt wurde, das seinerseits durch ei-
nen mit 200 Touren pro Minute rotierenden Riihrer in Be-

10 wegung gehalten wurde. Die Inkubationstemperatur betrug
27°C. In diesem Versuch erreichte die Bildung von Estera-
stin ein Maximum am Ende von 48 bis 72 Stunden Inkuba-
tion. ’ '

Das erzeugte Esterastin ist in der Fermentationsbriihe

15 und in den Mycelien des Stammes MD4-Cl vorhanden. Zur
Gewinnung des Esterastin aus der Kultur des Stammes
MD4-Cl kann die Fermentationsbriihe filtriert werden, und
der Filterkuchen, welcher das esterastinhaltige Mycelium
enthélt, kann mit einem mit Wz_:t.sser mischbaren organischen

20 LOsungsmittel, wie Methanol, Athanol und Aceton, ex-
trahiert werden. Um das Esterastin aus den Mycelien zu ge-
winnen, kann der Mycelienkuchen zweimal mit einem 5- bis
20fachen Volumen an Methanol extrahiert werden, so dass
das Esterastin aus den Mycelien in die Methanolphase iiber-

25 gefiihrt werden kann. Der erhaltene methanolische Extrakt
kann unter vermindertem Druck zur Trockene eingedampft
werden, und der Riickstand kann mit einem organischen L6-
sungsmittel, welches ein hohes Lésungsvermdgen fiir Estera-
stin aufweist, z. B. Chloroform, Aceton, Benzol, Butylacetat

30 und Athylacetat extrahiert werden. Wenn ein grosses Volu-
men an Myceliumkuchen behandelt wird, ist es zweckmis-
sig, den Myceliumkuchen mit Methanol zu extrahieren, den
methanolischen Extrakt unter vermindertem Druck zur
Trockene einzudampfen, den erhaltenen Riickstand mit

35 Chloroform oder einem anderen organischen Losungsmittel
zu extrahieren, den erhaltenen Extrakt unter vermindertem
Druck zur Trockene zu verdampfen und das erhaltene rohe
Exterastinpulver mit Butylacetat und Wasser nach einer be-
kannten Losungsmittelverteilungsmethode zu behandeln, so

sp dass Esterastin von hoher Reinheit in die Butylacetatphase
iibergeht.

Um Esterastin aus der Fermentationsbriihe zu gewinnen,
wird die Fermentationsbriihe, welche die Miycelien enthilt,

~ als solche unter vermindertem Druck zur Trockene ver-

ss dampft, und der feste Riickstand wird sodann mit einem or-
ganischen Losungsmittel, welches ein hohes Losungsver- ‘
mogen fiir Esterastin aufweist, wie z.B. Methanol, Athanol,
Dimethylsulfoxid, Aceton, Butylacetat und Chloroform, ex-
trahiert, so dass das Esterastin in das organische Losungs-

so mittel iibergeht. Wenn Esterastin aus einem grossen Volu-
men an Fermentationsbriihefiltrat gewonnen werden soll, ist
es zweckmdssig, das Filtrat mit einem mit Wasser nicht
mischbaren organischen Losungsmittel, welches ein hohes
Lésungsvermégen fiir Esterastin aufweist, z. B. Butylacetat,

ss zu extrahieren, und dadurch das Esterastin in die organische
Losungsmittelphase, z.B. Butylacetatphase, iiberzufiihren.
Wenn die Fermentationsbrithe zweimal mit etwa einem hal-
ben Volumen an Butylacetat extrahiert wird, ist es iblich,
dass praktisch die ganze im Fermentationsbriihenfiltrat vor-

so handene Menge an Esterastin in die Butylacetatphase iiber-
gefithrt und aufgel6st werden kann. Die Extraktion und Rei-
nigung von Esterastin kann auch nach einem bekannten Ge-
genstromverteilungsverfahren unter Verwendung von zwei
Losungsmitteln, welche Esterastin auflosen, aber miteinan-

65 der nicht mischbar sind, erfolgen. Wenn der derart erhaltene
Extrakt von Esterastin in Butylacetat unter vermindertem
Druck zur Trockene verdampft wird, entsteht ein rohes Pul-
ver, welches Esterastin enthélt, :



Es st ferner méglich, das Esterastin in giinstiger Aus-
beute aus einer Losung zu gewinnen, welche Esterastin darin
gelost enthilt, indem diese Losung mit einem Adsorbie-
rungsmittel behandelt wird, um die Adsorption von Estera-
stin zu bewirken, und dann das Adsorbierungsmittel ent-
sprechend behandelt wird, um das Esterastin daraus zu de-
sorbieren. Als geeignetes Adsorbens fiir diese Zwecke kann
ein organisches Adsorbierungsmittel, wie «Amberlite XAD»
(ein mcht-lonogenes hochpordses Harz, von Rohm & Haas
Co., USA) und ein anorganisches Adsorbierungsmittel, wie
Akt1vkohle Aluminiumoxid, Siliciumoxid und Magnesium-
silicat («Frorigil») verwendet werden. Beispielsweise kann
Esterastin an Silicagel adsorbiert und daraus unter Verwen-
dung von Chloroform-Methanol (Volumverhiltnis 80:1)
eluiert werden. Wenn ein rohes Pulver von Esterastin, wel-
ches durch Extraktion der Mycelien des Stammes MD4-Cl
mit Methanol, Eindampfen des methanolischen Extraktes
zur Trockene, Extraktion des Riickstandes mit Butylacetat
und Eindampfen des Butylacetatextraktes zur Trockene er-
halten wurde, an Silicagel chromatographiert wird und an-
schliessend mit Chloroform-Methanol (80:1) eluiert wird,
kann Esterastin in einer Ausbeute von 90% oder mehr ge-
wonnen werden.

Fiir die Reinigung des Esterastins ist es wirksam, ein ro-
hes Esterastinpulver der Chromatographie an Silicagel zu
unterwerfen. Beispielsweise kann praktisch reines Esterastin
erhalten werden durch Behandlung eines rohen Esterastin-
Pulvers mittels Chromatographie an trockenem Silicagel und
Fluierung mit Athylacetat als Entwickler. Derart erhaltenes
praktisch reines Esterastin kann weiter gereinigt werden
durch Umfillung aus einem geeigneten Losungsmittel oder
Losungsmittelgemisch, wie Chloroform-Petroldther, so dass
reines Esterastin in Form eines farblosen Pulvers isoliert
werden kann. Fiir die Reinigung von Esterastin ist es auch
zweckmdssig, die Chromatographie mit Hilfe von «Se-
phadex LH-20» (ein Gel-Filtriermittel der Pharmacia Co "
Schweden) durchzufiihren.

Die physikalisch-chemischen und biologischen Eigen-
schaften des erfindungsgeméssen Esterastins werden im fol-
genden néher beschrieben.

Esterastin in Form eines farblosen Pulvers weist einen
Schmelzpunkt von 90 bis 95 °C und eine spezifische optische
Drehung [0]29, von + 11° (C=1, Chloroform) auf. Die Ele-
mentaranalyse ergibt: C 67,04%, H9,12%, N 5,56% und O
17,90%. Das UV-Absorptionsspektrum von Esterastin in ei-
ner Losung von 0,1 mg/ml Esterastin in Methanol ist in
Fig. 1 dargestellt und zeigt eine Absorptionsspitze bei
230 nm (E%, = 22,5).

Das IR-Absorptlonsspektrum von Esterastin, in Kalium-
bromid tablettiert, ist in Fig. 2 dargestellt und zeigt charak-
teristische Absorptionsbanden bei den folgenden Wellenzah-
len (cmt): 3470, 3350, 2950, 1840, 1730, 1645, 1610, 1545,
1415, 1375, 1325, 1260, 1225, 1185, 1115, 1040, 1020, 975,
920, 900, 880, 840, 810 und 690.

Das NMR-Spektrum von Esterastin in Deutero-Chloro-
form, gemessen bei 100 M Hz unter Bezugnahme auf Tetra-
methylsilan als internen Standard ist in Fig. 3 dargestellt.

Die Massenspektrometrie von Esterastin zeigt eine Mole-
kularionenspitze bei m/e 506. Aus der Molekularionenspitze
und den Werten der Elementaranalyse ergibt sich die wahr-
scheinliche empirische Formel von C,3H,¢N,O fiir Estera-
stin. Diese Formel wurde durch Massenspektrometrie mit
hoher Auflésung bestétigt (gefunden: m/e 506, 3364, berech-
netes Molekulargewicht fiir C,sH,sN,QOg: 506, 3354).

In den beiliegenden Zeichnungen zeigt:

Fig. 1 das UV-Absorptionsspektrum von Esterastin in
Methanolldsung,
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Fig. 2 das IR-Absorptionsspektrum von Esterastin ta-
blettiert in Kaliumbromid,

Fig. 3 das NMR-Absorptionsspektrum von Esterastin in
Deutero-Chloroform bei 100 M Hz.

Esterastin wurde in 6N Salzsdure bet 100 °C wihrend 18
Stunden hydrolysiért, und das erhaltene Hydrolysat wurde
einer Aminosdureanalyse unterworfen, wobei Aspartinséure
festgestellt wurde. Esterastin ist leicht 16slich in Pyridin, Di-
methylsulfoxid, Methanol, Athanol, Aceton, Athylacetat,
Butylacetat, Chloroform und Benzol, aber praktisch unls-
lich in Wasser, Petroldther und Hexan. Esterastin reagiert
positiv auf die Rydon-Smith-Reaktion, die Dragendorff-Re-
aktion und die Joddampf-Reaktion, jedoch negativ auf die
Ehrlich-Reaktion, die Ninhydrin-Reaktion und Sakaguchi-
Reaktion.

’—
(=]

In einem Diinnschichtsilicagel-Chromatogramm auf sili-
ca Gel G» ergibt Esterastin einen Rf-Wert von 0,6, wenn das
Chromatogramm mit Chloroform-Methanol-Wasser
(10:1:0,05 entwickelt wird, und einen Rf-Wert von 0,2,
wenn mit Athylacetat entwickelt wird. Esterastin bewegt sich
nicht in einer Hochspannungs-Papierelektrophorese (3500
Volt, 15 Minuten unter Verwendung von Ameisenséure-Es-
sigsdure-Wasser (25:75:900).

Das erfindungsgemaésse Esterastin weist eine ausser-
ordentlich geringe Toxizit4t auf, wie aus der Tatsache er-
sichtlich ist, dass keinerlei Toxizitéit beobachtet wurde, wenn
eine Dosis von 250 mg/kg durch intraperitoneale Injektion
an Miuse verabreicht wurde zwecks Bestimmung der akuten
Toxizitdat. Wie oben beschrieben, weist Esterastin in einer
Konzentration von 0,0002 mcg/ml eine 50%ige Inhibition
(IDs,) gegeniiber Esterase aus Schweinepancreas auf. Als
bekannte Substanzen, welche Esterase hemmen, konnen Pa-
radoxon und Diisopropylfluorphosphat usw. genannt wer-
den, welche hochtoxischc Verbindungen sind. Demgegen-
iiber ist Esterastin nicht toxisch und hemmt die Wirksamkeit
von Esterastase in einem solchen Mass, dass Estérastin in ei-
ner so niederen Menge wie 4,1 x 10-1'M eine 50%ige Inhibi-
tion der Esterase ergibt, bestimmt unter Verwendung von p-
40 Nitrophenylacetat als Substrat. Auch in dieser Bezichung
kann bestitigt werden, dass Esterastin eine neue Substanz
darstelit.
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Aus weiteren Untersuchungen wurde gefunden, dass
45 Esterastin eine Wirkung auf die Inmunoempfindlichkeit
beim lebenden Tier ausiibt.

Die Wirkung von Esterastin auf die Immunoempfind-
lichkeit wurde wie folgt untersucht:

(1) Wirkung auf die Bildung von humoralem Antikdrper.

Gruppen von dd/Y-Mdusen (5 weibliche Mause pro
Gruppe, 6 bis 8 Wochen alt) wurden mit 108 roten Blutzellen
von Schafen als Antigen (in Form einer Suspension in phy-
siologischer Kochsalzldsung) immunisiert durch intravendse
Injektion zwecks Entwicklung der Immunitéit. Gleichzeitig
wurde 1 mg bzw. 250 mcg, 62,5 mcg oder 15,6 mcg Estera-
stin (in Form einer Suspension in 1%iger DMSO-K ochsalz-
l6sung) pro Maus intraperitoneal an die einzelnen Méiuse-
gruppen verabreicht. An den 4 Tagen nach der Immunisie-
rung wurden die behandelten Méuse getotet, die Milz isoliert
und die Anzah] der AntikGrper bildenden Zellen in jeder
Mausmilz nach der Methode von Jerne (siche N.K. Jerne,
A.A. Nordin und C. Henry: «The agar plaque technique for
recognizing antibody-producing cells. Cell-bound Antibo-
65 dies.» Ed.B. Amos und H. Koprowski, Seiten 109 bis 122,
Wister Institute Press. Philadelphia, 1963) bestimmt. Die Re-
sultate dieser Untersuchungen sind in Tabelle IT zusammen-
gestellt,

50
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Tabelle II
Wirkung von Esterastin auf die Bildung von Antlkorpem

Antigen Dosis Esterastin ~ Anzahl Antikdrper bildender
pro Maus Zellen pro Milz (+ S.E.*¥)

108 SRBC* 0 170,000 + 10,400

108 SRBC* 1 mg 45,3001 3,300

108 SRBC* 250 mcg 52,0004 2,300

108 SRBC* 62,5 mcg 55,000+ 5,700

108 SRBC* 15,6 meg 173,000 +- 19,600

* SRBC bedeutet rote Blutzellen von Schafen.
** S.E. bedeutet iibliche Abweichung (Standard Error).

Aus den Resultaten der obigen Tabelle ist ersichtlich,
dass die Verabreichung von 1 mg bis 62,5 mcg Esterastin an
Méuse die Anzahl Antikérper bildenden Zellen merklich
herabsetzt.

(2) Wirkung auf durch Zellen vermittelte Immunitit
(cell-mediated immunity).

Die Wirkung von Esterastin auf die cellulare Immunitit
wurde nach der bekannten «delayed Type Hypersensitivity»-
Methode (D.T.H.) untersucht (siche P.H. Lagrange, G.B.
Mackaness und T.E. Mille: «J. Exp. Med.», 139, 1529 bis
1539 (1974)) unter Verwendung von Miusen, welche mit ro-
ten Blutzellen von Schafen als Antigen immunisiert worden
war.

So wurden 108 rote Blutzellen von Schafen, suspendiert
in 0,05 ml physiologischer Kochsalzlosung, durch subcutane
Injektion in die eine Seite eines hinteren Fussballens von dd/
Y-Miusen (5 Méuse pro Gruppe, weiblich, 6 Wochen alt)
immunisiert, um eine verzdgerte Hypersensitivitit zu er-
zielen. Gleichzeitig mit dieser Immunisierung wurde 1 mg/
Maus bzw. 250 mcg/Maus, 62,5 meg/Maus oder 15,6 meg/
Maus Esterastin intraperitoneal jedem Testtier injiziert. 4
Tage spéiter wurden 108 rote Blutzellen von Schafen sub-
cutan in die andere Seite des Fussballens von jeder Testmaus
injiziert, um die D.T.H.-Reaktion (D.T.H. response) hervor-
zurufen. 24 Stunden nach dieser Injektion wurde die Dicke

des Fussballens in Millimetern gemessen, um den Grad des

Anschwellens des Fussballens, welcher die auslosende Injek-
tion von roten Schafblutzellen erhielt, zu bestimmen. Das
Ausmass der Schwellung des Fussballens dient als Mass fiir
die Einschitzung der cellularen Immunitét. Die erhaltenen
Testresultate sind in der untenstehenden Tabelle ITI zusam-
mengestellt.

Tabelle ITI
Wirkung von Esterastin auf das Auftreten von D.T.H.
gegeniiber SRBC bei Miusen

Immunisie-  Dosis an Auslosende In-  Zunahme der

rung Esterastin jektion Immu-  Fussballendicke
nisierung (x 0,1 mm)

108 SRBC  (Kontrolle) 108 SRBC 8,0

108 SRBC 1 mg 108 SRBC 3.8

108 SRBC 250 mcg 108 SRBC 3,0

108 SRBC 62,5 meg 108 SRBC 6,2

Anmerkung: SRBC bedeutet rote Blutzellen von Schafen.

Aus den Resultaten der obigen Tabelle ist ersichtlich,
dass die Verabreichung von 1 mg bis 250 meg Esterastin bei
Miusen die Entwicklung von D.T.H. merklich herabsetzt
und dass daher Esterastin auch eine suppressive Wirkung
auf die cellulare Immunitit ausiibt.

Aus weiteren Untersuchungen wurde gefunden, dass
Esterastin in keiner Konzentration von 10 mcg/ml keine
Zelltoxizitit auf geziichtete Zellen aufweist. Wie oben er-
wihnt, ergibt eine Dosierung von 250 mg/kg Esterastin kei-

s nerlei Symptom der Toxizitit bei der Untersuchung der aku-
ten Toxizitdt in Méusen.

Diese und die zuvor erwihnten Resultate zeigen, dass
Esterastin als immunosuppressives Arzneimittel niitzlich ist,
welches mit hoher Sicherheit verwendet werden kann auf-

10 grund der Tatsache, dass Esterastin in einer vollig anderen
Weise als die bisher bekannten immunosuppressiven Arz-
neimittel, wie z.B. 6-Mercaptopurin, Azathiopurin, Cyclo-
phosphamid und Corticosteroide, funktioniert, von welchen
die Zelltoxizitdt hoch ist und zu ihrer Wirkung als Unter-

15 driicker der Immunitit bei Tieren beitréigt. Aus diesen Griin-
den kann Esterastin als Heilmittel fiir die Behandlung zahl-
reicher schwerer Erkrankungen verwendet werden, wie z.B.
Kontaktallergiedermatitis, systematischer Lupus erythema-
tosus, autoimmune hdmolytische Anéimie, Periarteritis no-

20 dosa, Myasthenia gravis, Arthritis, Rheumatismus und Mul-

tiple Sclerose. Esterastin kann ferner als Mittel verwendet

werden, um das Symptom des Abstossens bei Transplanta-
tionen innerer Organe, wie Herz und Niere, zu unterdriik-

ken. ,

Gemilss der vorliegenden Erfindung wird daher ein im-
munosuppressives Arzneimittel geliefert fiir die Herabset-
zung der Immunreaktion bei Tieren, einschliesslich Mensch,
welches eine wirksame Menge Esterastin als aktiven Be-
standteil zusammen mit einem pharmazeutisch annehm-

a0 baren Tréger fiir den aktiven Bestandteil enthilt.

Das erﬁndungsgemasse immunosuppressive Arzneimittel _
kann zu einer ubllchen, oral verabreichbaren Form verar-
beitet werden, wie Tabletten, Kapseln, Pulver, Losungen
und Suspensmnen entweder durch Vermischen einer Menge

35 Esterastin mit einem iiblichen pharmazeutisch annehmbaren
festen Tréger, wie Stirke, Saccharose, Talk und Calciumcar-
bonat, oder durch Aufldsen oder Suspendieren einer Menge
Esterastin in einem pharmazeutisch annehmbaren fliissigen
Tréiger, wie Athanol und Wasser. Das Mengenverhiltnis von

40 Esterastin zum festen oder fliissigen Triger kann je nach der
Form der hergestellten oral zu verabreichenden Formulie-
rung gewihlt werden, und das Gewichtsverhiltnis betrigt im
allgemeinen von 1:1 bis 1:100.

Das erfindungsgemésse immunosuppressive Arzneimittel

45 kann auch zu injizierbaren Lsungen oder Suspensionen ver-
arbeitet werden durch Aufldsen oder Suspendieren von Este-
rastin in einer geeignetén Menge von 0,1 bis 10 Gewichts-
prozent in einer physiologischen Kochsalzlésung oder einem
anderen iiblichen pharmazeutisch annehmbaren ﬂi’lssigen

so Trdger, wie Ringer-Ldsung, mit oder ohne Zusatz eines
geeigneten Dispergiermittels. Die derart erhaltene i 1n1121er-
bare Losung oder Suspension kann z. B. intravends, in-
tramuskulér oder intraperitoneal injiziert werden.

Es ist zu beachten, dass die jeweils bevorzugte Dosierung

ss an Esterastin je nach der Zusammensetzung des Mittels, der
Art der Verabreichung und der zu behandelnden Krankheit
variiert. Zahlreiche Faktoren, welche die Wirkung des erfin-
dungsgeméssen Arzneimittels beeinflussen, miissen vom
Fachmann in Betracht gezogen werden, wie z.B. Alter, Kor-

60 pergewicht, Geschlecht, Diit, Zeitpunkt der Verabreichung;
Verabreichungsweg, Ausscheidungsgeschwindigkeit, Arz-
neimittelkombinationen, Reaktionsempfindlichtkeiten und
Grad der Erkrankung. Im allgememen konnen etwa 0,5 mg/
kg bis etwa 100 mg/kg Esterastin einer erwachsenen Person

65 tiglich verabreicht werden. Optimale Dosierungen fiir einen
gegebenen Zustand eines Patienten kdnnen vom Fachmann
mittels iiblicher Dosierungsbestimmungsuntersuchungen un-
ter Beriicksichtigung der obigen Richtlinien und unter Be-

25



riicksichtigung fritherer Erfahrungen, wie sie bei der Bestim-
mung geeigneter Dosierungen fiir die bereits bekannten im-
munosuppressiven Arzneimittel, wie «Immuran» (6-Mercap-
topurin) gewonnen wurden, festgestellt werden.

Beispiel 1

Eine Oese voll einer Schrigkultur des Stammes Strep-
tomyces MD4-Cl (identifiziert als FERM-P 3723 oder
ATCC No. 32336) als Esterastin erzeugendem Stamm wurde
in 15 Liter eines Kulturmediums geimpft, welches 1,5% Gly-
cerin, 1,5% Baumwollsamenmehl, 0,2% L-Asparagin und
0,3% Natriumchlorid enthielt und in 100-cm3-Portionen in
Drehkolben von 500 cm® Fassungsvermdgen eingefiillt und
durch Erhitzen auf 120 °C wihrend 10 Minuten sterilisiert
worden war. Die Inkubation wurde wéhrend 10 aufeinan-
derfolgenden Tagen bei 27 °C und mit einer Drehgeschwin-
digkeit von 180 Touren pro Minute durchgefiibrt, wobei
Proben des inkubierten Mediums in gewissen Zeitabschnit-
ten entnommen wurden und jede Probe auf die Wirksamkeit
des Esterastins untersucht wurde, um zu beobachten, wie die
Erzeugung des Esterastins wihrend der Inkubationszeit fort-
schritt. Am zweiten Tag der Inkubation erreicht die Er-
zeugung von Esterastin ein Maximum, und die Menge an
Esterastase hemmender Substanz im Inkubationsmedium
wurde auf derselben Hohe bis zum fiinften Tag der Inkuba-
tion gehalten. Anschliessend fiel der Esterastin-Spiegel lang-
sam ab. Der pH-Wert des inkubierten Mediums verdnderte
sich von 6,8 am ersten Tag auf 7,2 am zweiten Tag, auf 7,3
am dritten Tag, auf 7,5 am vierten Tag und auf 6,4 am fiinf-
ten Tag der Inkubation und schwankte anschliessend im Be-
reich von 8,0 bis 9,0 nach dem sechsten Tag der Inkubation.

Am dritten Tag der Inkubation wurde der grossere Teil
des inkubierten Mediums mit Hilfe einer Filterhilfe (Diato-
meenerde, im Handel erhiltlich unter der Marke «Hyflo-Su-
percel») filtriert, wobei ein klares Brithenfiltrat (12600 ml)
erhalten wurde. Dieses Filtrat wurde untersucht, und es wur-
de gefunden, dass es die esterasehemmende Substanz in der-
artiger Menge enthielt, dass 0,0017 ml des Filtrates per Mil-
liliter eine 50%ige Inhibition (IDs,) von Esterase ergab. Die-
ses Brithenfiltrat wurde mit 500 ml Butylacetat vermischt,
um die esterasehemmende Substanz daraus zu extrahieren.
Die verbleibende wisserige Phase wurde wiederum mit
250 ml Butylacetat extrahiert. Die vereinten Butylacetat-
extrakte wurden unter vermindertem Druck zur Trockene
verdampft und ergab 200 mg eines braungefirbten Pulvers.
Die ID;, dieses Pulvers betrug 0,03 mcg/ml, die nach der
oben beschriebenen Methode bestimmt wurde. Der Wir-
kungsgrad der Extraktion der aktiven Substanz aus dem
Briihenfiltrat mit Hilfe von Butylacetat betrug etwa 80%.

Beispiel 2

Der Stamm Streptomyces MD4-Cl wurde wihrend 3 Ta-
gen inkubiert unter Verwendung des Kulturmediums und
der Kulturbedingungen, wie in Beispiel 1 beschrieben. Die
erhaltene Fermentationsbriihe wurde filtriert, um den Myce-
liumkuchen zu entfernen. Der Myceliumkuchen (280 g) wur-
de zweimal mit Methanol extrahiert, d.h. zuerst mit 1500 ml
Methanol und anschliessend mit 500 m! Methanol. Die ver-
einten methanolischen Extrakte wurden unter vermindertem
Druck zur Trockene verdampft. Der erhaltene feste Riick-
stand wurde in 500 ml Wasser gelost und die wésserige Lo-
sung sodann zuerst mit 500 ml und anschliessend mit 200 ml
Butylacetat extrahiert, wobei etwa 90% oder mehr des ur-
spriinglich im festen Riickstand vorhandenen Esterastins in
Lésung in die Butylacetatphase {ibergefithrt wurde. Die Bu-
tylacetat-Extrakte wurden vereint und unter vermindertem
Druck zur Trockene verdampft, wobei 3 g eines braunen
Pulvers erhalten wurden. Dieses Pulver wies eine solche
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Wirksambkeit auf, dass seine ID;, gegeniiber Esterase
0,07 mcg/ml betrug.

Beispiel 3
5 Der Stamm Streptomyces MD4-Cl wurde wihrend 3 Ta-
gen unter Verwendung desselben Kulturmediums und der-
selben Inkubationsbedingungen wie in Beispiel 1 geziichtet,
und das erhaltene Fermentationsbriihenfiltrat (10 Liter)
durch eine Sdule aus 1 Liter «Amberlite XAD-4» (ein adsor-
bierendes Harz der Rohm & Haas Co., USA) geleitet, um
Esterastin an das Harz zu adsorbieren. Die aus der Harz-
sdule auslaufende Fliissigkeit wies keinerlei Aktivitdt zur
Hemmuung von Esterase auf, Das adsorbierte Esterastin wur-
de vom Harz zuriickgewonnen durch Eluierung mit 2 Liter
Methanol. Das methanolische Eluat wurde in 20-g-Frak-
tionen gesammelt, und die aktiven Fraktionen wurden ver-
eint und unter vermindertem Druck zur Trockene ver-
dampft, wobei 160 mg eines rohen Esterastin-Pulvers (IDs,
= 0,03 mcg/ml) erhalten wurden. Ausbeute: iiber 90%.
20

1

o

1

»n

Beispiel 4
Eine Impfkultur, welche durch Inkubieren des Stammes

Streptomyces MD4-Cl wihrend 3 Tagen im selben Kultur-
medium und unter denselben Inkubationsbedingungen wie
in Beispiel 1 erhalten worden war, wurde in 400-ml-Por-
tionen in zwei Fermentierkessel von 30 Liter Fassungsver-
mogen geimpft, von denen jeder 15 Liter eines Kultur-
mediums enthielt, welches 1,5% Glycerin, 1,5% Baumwoll-
samenmehl, 0,2% L-Asparagin und 0,3% Natriumchlorid
enthielt und sterilisiert worden war. Die Ziichtung im Kessel
wurde sodann wéhrend 3 Tagen bei 27 °C mit einer Beliif-
tungsgeschwindigkeit von 15 Litern/Minute und mit einer
Riihrergeschwindigkeit von 250 Touren pro Minute durch-
gefiihrt. Auf diese Weise wurde eine Kulturbriihe von sol-
cher Stirke erhalten, dass die ID;, gegeniiber Esterase
0,0017 ml/ml betrug. Die beiden Fermentierkessel ergaben
im ganzen 30 Liter Kulturbriihe. Die Filtrierung dieser Kul-
turbriihe ergab 780 g Myceliumkuchen, welcher sodann
zweimal mit je 4 Liter Methanol extrahiert wurde. Die ver-
einten methanolischen Extrakte (total 8 Liter) wurden unter
vermindertem Druck zur Trockene verdampft und ergaben
17,5 g eines rohen Esterastin-Pulvers. Dieses rohe Pulver
wurde zweimal der Fliissigkeitsverteilung unterworfen unter
Verwendung von 1 Liter Wasser und 1 Liter Butylacetat fiir
45 jeden Ansatz. Die erhaltenen Butylacetat-Extrakte wurden

vereint (total 2 Liter) und unter vermindertem Druck zur

Trockene verdampft, wobei 6,5 g eines rohen Esterastin-Pul-

vers (IDs, = 0,1 mcg/ml) erhalten wurden.
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Beispiel 5
Das in Beispiel 4 erhaltene rohe Pulver (6,5 g, IDs, =
0,1 mcg/ml) wurde zuerst mit 200 m! und dann mit 100 ml
Chloroform extrahiert. Die Chloroformextrakte wurden ver-
eint und unter vermindertem Druck auf ein Volumen von
s5 100 ml konzentriert. Die konzentrierte Losung wurde mit
10 g Silicagel (im Handel erhdltlich unter der Marke «Wako-
gel C-100», ein Produkt der Vako Chemicals Co., Japan)
versetzt und das Gemisch unter vermindertem Druck zur
Trockene verdampft, so dass das Esterastin durch das Silica-
60 gel adsorbiert wurde. Das Esterastin adsorbiert enthaltende
Silicagel wurde zuoberst auf eine Chromatographiesdule aus
300 mi Silicagel, welches zuvor mit Chloroform gewaschen
worden war, verbracht. Nachdem die ganze Saule mit 3 Liter
Chloroform gewaschen worden war, erfolgte die Eluierung
6s unter Verwendung eines Losungsmittelgemisches aus Chlo-
roform-Methanol (80:1 Volumverhéltnis). Das Eluat wurde
in 20-g-Fraktionen gesammelt, und die Spitzen der esterase-
hemmenden Wirksamkeit traten in der N&he der Fraktionen
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No. 60 bis 160 auf. Diese aktiven Fraktionen wurden unter
vermindertem Druck zur Trockene verdampft, um 150 mg
eines hellrot geférbten Pulvers zu ergeben. Dieses Pulver
wies eine derartige Wirksamkeit auf, dass die ID;, gegen-
iiber Esterase 0,0024 mcg/ml betrug.

Beispiel 6

Das hellrot gefirbte Esterastin-Pulver (150 mg) aus Bei-
spiel 5 wurde in 2 ml Methanol gel6st und anschliessend
iiber eine Séule aus 400 m! «Sephadex LH-20», welche mit
Methanol gequollen worden war, chromatographiert. Die
Eluierung erfolgte unter Verwendung von Methanol als
Eluierungsmittel, und das Eluat wurde in 5-g-Fraktionen ge-
sammelt. Die Spitzen der esterasehemmenden Aktivitit er-
schienen im Bereich der Fraktionen No. 54 bis 66. Diese ak-
tiven Fraktionen wurden unter vermindertem Druck zur
Trockene verdampft. um 30 mg eines gelbgefirbten Pulvers
zu ergeben. Dieses Pulver wies eine derartige Stirke auf, dass
seine ID;, gegeniiber Esterase 0,0007 mcg/ml betrug.

Beispiel 7

Das gelbe Pulver (30 mg) aus Beispiel 6 wurde in 1 ml
Athylacetat geldst und die erhaltene Losung mit 500 mg Sili-
cagel («Wako-gel C-200») versetzt. Das Gemisch wurde un-
ter vermindertem Druck zur Trockene verdampft, so dass
das Esterastin durch die Silicagel-Masse adsorbiert wurde.
Diese Silicagel-Masse wurde sodann zuoberst auf eine Chro-
matographiersdule (1,3 cm Durchmesser, 20 cm Hohe) aus
trockenem Silicagel verbracht, und die Eluierung wurde mit
Athylacetat als Eluierungsmittel durchgefiihrt. Das Eluat
wurde in 10-g-Fraktionen gesammelt, und das Esterastin er-
schien nur im Bereich der Fraktionen No. 10 bis 17. Diese
aktiven Fraktionen No. 10 bis 17 wurden unter verminder-
tem Druck zur Trockene verdampft, um 7 mg eines farb-
losen Esterastin-Pulvers vom Schmelzpunkt 90 bis 95°C zu
ergeben Dieses Pulver wies eine derartige Stirke auf, dass
seine ID;, gegeniiber Esterase 0,002 mcg/ml betrug.

Beispiel 8

Ein Kulturmedium (300 Liter), welches 1,5% Glycerin,
1,5% Baumwollsamenmehl, 0,3% Natriumchlorid, 0,2% L-
Asparagin und 0,005% Antischaummittel (Polyoxyalkylen,
im Handel erhéltlich unter der Marke «Adecanol» der Asahi
Denka Co., Japan) wurde in einen Tank aus rostfreiem Stahl
von 570 Liter Fassungsvermogen eingefiillt und anschlies-
send durch Erhitzen auf 120 °C wihrend 20 Minuten sterili-
siert. Dieses sterilisierte Kulturmedium wurde mit 30 Liter
einer Impfkultur geimpft, welche durch Inkubieren des
Stammes Streptomyces MD4-Cl (FERM-P 3723) wihrend 2

10

Tagen bei 27 °C unter Beliiftung und Riihren erhalten wor-
den war. Das geimpfte Kulturmedium wurde wihrend 48
Stunden bei 27 °C mit einer Beliiftungsgeschwindigkeit von
300 Liter/Minute und einer Riihrergeschwindigkeit von 200

s Touren pro Minute inkubiert. Die derart erhaltene Fermen-
tationsbriihe wurde filtriert, wobei 34,2 kg Filterkuchen,
welcher das Mycelium enthielt, erhalten wurde. Dieser Fil-
terkuchen wurde zweimal mit je 100 Liter Athanol ex-
trahiert, und die vereinten dthanolischen Extrakte wurden

10 unter vermindertem Druck auf ein Volumen von 6 Liter ein-
geengt. Die konzentrierte Losung wurde zweimal mit je 6 Li-
ter Butylacetat extrahiert. Die Butylacetat-Extrakte wurden
vereint und unter vermindertem Druck eingeengt, wobei
128,2 g eines rohen Esterastin-Pulvers erhalten wurden, wel-

15 ches eine solche Stérke aufwies, dass seine IDjs, 0,08 mcg/ml
betrug.

Beispiel 9
Das in Beispiel 8 erhaltene rohe Esterastin-Pulver wurde

20 auf folgende Weise gereinigt. Das rohe Pulver (128,2 g) wur-
de in 500 ml Chloroform gel6st, und die erhaltene Losung
wurde durch eine Saule von 1,5 kg Silicagel («Wako-gel C-
100») zur Adsorption des Esterastins geleitet. Die Silicagel-
sdule wurde mit 10 Liter Chloroform gewaschen und an-

25 schliessend mit 10 Liter Chloroform-Methanol (Volumver-
héltnis 100:1) und anschliessend mit Chloroform-Methanol
(Volumverhéltnis 80: 1) eluiert. Die aktiven Fraktionen
(2500 ml) des Eluates wurden vereint und unter verminder-
tem Druck zur Trockene verdampft, wobei 4,83 g eines

30 braungefédrbten rohen Pulvers erhalten wurden, welches eine
Stirke entsprechend einer 1D, von 0,002 mcg/ml aufwies.
Dieses rohe Pulver wurde in 20 ml Methanol aufgenommen,
und die erhaltene Losung wurde iiber eine Siule aus 2 Liter
«Sephadex LH-20» geleitet, welche zuvor mit Methanol ge-

35 quollen worden war. Diese Siule wurde sodann mit 4 Litern
Methanol eluiert. Die aktiven Fraktionen des Eluates wur-
den vereint und unter vermindertem Druck zur Trockene
verdampft, wobei 656 mg eines hellgelb gefirbten Pulvers
(ID5, = 0,0004 mcg/ml) erhalten wurden. Dieses Pulver

40 wurde in 5 ml Athylacetat aufgenommen, und die Losung
wurde durch eine Saule von 250 g Silicagel («<Wako-gel C-
300») zur Adsorption des Esterastins geleitet. Diese Silica-
gel-Sdule wurde sodann mit Athylacetat entwickelt, und die
aktiven Fraktionen des Eluates wurden vereint (1000 mI)

45 und unter vermindertem Druck zur Trockene verdampft,
wobei 351 mg eines farblosen Esterastin-Pulvers erhalten
wurden, welches eine Stérke entsprechend einem ID;,-Wert
(gegeniiber Esterase) von 0,0002 mcg/ml aufwies.
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