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Tiivistelmd - Sammandrag

Keksinté kohdistuu elainperdiseen keuhkojen
pinta-aktiiviseen aineeseen, joka muodostuu
suureksi osaksi (noin 99 %) fosfolipideista
sekd protelinifraktiosta, ja jonka tunnus-
omainen piirre on hiilihydraattien ja koles-

terolin puuttuminen.

Keksinnén mukainen pinta-aktiivinen aine
saadaan suodattamalla, sentrifugoimalla,
uuttamalla ja kasittelemalls kromatografi-
sesti kadnteisfaasia kayttden, ja silla
saavutetaan parempila laakinnallisia tulok-
sia hoidettaessa imevdisten ja aikuisten
hengityselinten toimintahairiséita (IRDS

ja ARDS)

Uppfinningen avser ett ytaktivt &mne fér
lungor av djurursprung, som till en stor
del (= 99 %) bestdr av fosfolipider samt
en proteinfraktion och vars karakteristiska
drag ar avsaknad av kolhydrater och koleste-

rol.

Det ytaktiva amnet enligt uppfinningen fis
genom filtrering, centrifugering och extra-
hering och kromatografisk behandling genom
att anvanda sig av en invers fas, och med
uppfinningen uppnis battre medicinska resul-
tat di man behandlar funktionsstérningar {
andningsorganen hos spadbarn och vuxna

(IRDS och ARDS).
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Menetelmid eldinperdisen keuhkojen
pinta-aktiivisen aineen valmistamiseksi
Férfarande foér framstdllning av

ett ytaktivt amne foér lungor

Keksinnén kohtena on menetelmid eldinperiisen keuhkojen pinta-aktiivisen
aineen valmistamiseksi, joka muodostuu polaarisesta lipidifraktiosta,
joka muodostuu padiasiassa fosfolipideistd, joka fosfolipidifraktio
muodostuu vihintddn 70-75 painoprosenttisesti fosfatidyylikoliinista,
joka puolestaan muodostuu vidhintdin 40-45 painoprosenttisesti dipalmi-
toyylidifosfatidyylikoliinista, seki proteiinifraktiosta, joka muodos-
tuu yksinomaan proteiineista, joiden molekyylipaino on pieni, 3-1l4
kilodaltonia, jota polaarista lipidifraktiota on ladsnid vdhintdin 98,5
paino-%, sen muodostuessa puolestaan pdiasiassa, vahintd&n 95-prosent-

tisesti, fosfolipidien seoksesta.

Keksinté kohdistuu eldimestd perdisin olevaan keuhkojen pinta-aktii-
viseen valmisteeseen (KPA), jonka toksisuus on vdhidinen, ja jonka pin-
ta-aktiiviset ominaisuudet ovat optimaaliset, ja jota voidaan kayttii
imeviaisten hengityselinten toimintahiirién (Infant Respiratory Distress
Syndrome; IRDS) ja aikuisten hengityselinten toimintahdirién (Adult
Respiratory Distress Syndrome) estidmiseen ja hoitamiseen, joka hengi-
tyselinten toimintahiirié liittyy hyaliinikalvon sairauteen (Hyaline

Membrane Disease; HMD).

Keuhkojen normaali toiminta riippuu erityisen materiaalin, eli keuh-
kojen pinta-aktiivisen aineen, lidsndolosta, jonka pinta-aktiivisen
aineen tehtidvdni on alveolien stabiloiminen pintajiénnityst4 pienenti-

milla, erityisesti uloshengitysvaiheen aikana.

Keuhkojen pinta-aktiivisen aineen l4sndolo on erityisen tidrkedtd syn-
tymdhetkelld. KPA:n puuttuminen on IRDS-taudin, josta 10-15 % kesko-
sista kdrsii syntymihetkelld, syntymisen avaintekija. Naiden keskosten
hengityksestd on huolehdittava keinotekoisesti kayttden suuria happi-
pitoisuuksia ja suuria sisdinpuhalluspaineita. IRDS-tilan kuolleisuus

on noin 25 % ja monet eloonjdineet kiArsividt keuhkojen kroonisista komp-
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likaatioista, jotka johtuvat piaidasiassa pitkdaikaisesta keinotekoisesta
hengityksestd, sekd sekundidirisisti neurologisista vajaatoiminnoista,

jotka johtuvat aivojen vaurioitumisesta hapen niukkuuden seurauksena.
Keuhkojen pinta-aktiivisen aineen puute on myés ARDS-tilan tdrked teki-
ja. Tami sairaalloinen tila voi kehittyd lukuisten vammojen, sisddnhen-
gityksen, haimatulehduksen, jne. tapauksessa, kuolleisuuden ollessa

40-70 %.

Puuttuvan pinta-aktiivisen aineen korvaavien annosten antaminen on

osoittautunut kdyttokelpoiseksi nditd patologisia tiloja hoidettaessa.
Alalla tunnetut pinta-aktiiviset aineet kuuluvat kolmeen perusryhmiin:

1. Keinotekoiset keuhkojen pinta-aktiiviset aineet

Keinotekoisia pinta-aktiivisia valmisteita, jotka perustuvat dipalmi-
toyylidyfosfokoliinin tai fosfolipidin pitoisuuksiltaan ja suhteiltaan
erilaisiin seoksiin, joihin on valinnaisesti yhdistetty muita kompo-
nentteja kuten sokereita, aminohappoja, alkoholeja tai rasvahappoja, on
kuvattu monissa patenttijulkaisuissa:

DE 2900300 (Klitzing LV); JP 58222022 (Teijin KK); EP 110498;

US 4312860 (University of California); DE 3229179 (Natterman A & Cie
GmbH); JP 61065821 (Tokyo Tanabe KK).

Keinotekoiset pinta-aktiiviset aineet eividt kuitenkaan osoittautuneet

kovinkaan tehokkaiksi kliinis-farmakologisessa kiaytossi.

2. Ihmisen keuhkojen pinta-aktiivinen aine

Tamd on saatu uuttamalla vesikalvonesteestid. Vaikka se onkin tehokas,
niin se on kuitenkin kiaytinnéssid lihes kidyttokelvotonta johtuen seka
sen suuresta proteiinipitoisuudesta (joka voi johtaa kisiteltavin koh-
teen herkistymiseen) ettd vaikeudesta valmistaa sitd suuria miairii,
sill4a yhden annoksen saaminen edellyttidi vesikalvonesteen ottamista

kolmesta loppuvaiheessa olevasta raskaudesta. Siihen liittyy myés suuri
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viruskontaminaation vaara, jolloin niinkin vakavien sairauksien kuin

immuunikadon (AIDS) siirtyminen on mahdollista.

3. Luonnollinen keuhkojen pinta-aktiivinen aine

Tam4 pinta-aktiivinen aine on uutettu nisdkkiiden keuhkoista ja sen
tehokkuus on verrannollinen ihmisen pinta-aktiiviseen aineeseen, ja
ndin ollen sen etuna on valmistamisen yksinkertaisuus seki pienempi

proteiinipitoisuus.

Alalla on valmistettu aikaisemmin alkuperdlti#in luonnollisia keuhkojen
pinta-aktiivisia aineita eldimistd uuttamalla. Esimerkiksi patenttijul-
kaisuissa DE 3021006, JP 58045299 ja EP 119056 (Tokyo Tanabe KK) kuva-
taan suhteellisen monimutkainen menetelmid, joka johtaa monien toimenpi-
teiden, kuten toistuvien sentrifugointien (850 x g - 20 000 x g), ly-
ofilisoinnin ja lukuisten uuttojen jilkeen luonnolliseen keuhkojen pin-
ta-aktiiviseen aineeseen, joka sisilt4a fosfolipidien (75-95,5 %) ja
proteiinien (0,5-5 %) lisdksi myés hiilihydraatteja (0,1-2 %), neutraa-
leja lipideja (0,3-14 %) ja kokonaiskolesterolia (0-8 %), joilla kom-

ponenteilla ei ole mitaadn yhteyttsd farmakologiseen vaikutukseen.

Samoin patenttijulkaisun EP 145005 mukaisesti valmistettu pinta-aktii-
vinen aine (VEB Arzneimittel Dresden) sisiltda vieldkin suuremman pro-
senttisen osuuden (5-40 %) apolaarista lipidifraktiota, jolla ei ole
mitddn vaikutusta biologiseen aktiivisuuteen. Sen sijaan fosfolipidien,
jotka sitd vastoin muodostavat tdrkeimmdn fysiologisen komponentin,

pitoisuus siind on pieni (40-70 %).

Lopuksi patenttijulkaisuissa EP 55041, JP 58183620, JP 58183621 ja JP
58164513 (Tejin KK) kuvataan luonnollisia, keinotekoisia tai puolittain
luonnollisia (eli joihin on lisdtty synteettisia fosfolipideji) pinta-
aktiivisia aineita, joista proteiinit on poistettu taydellisesti. Kaik-
kein viimeaikaisimmat tutkimukset ovat selvittidneet, ettd proteiinien

ldsndoloon liittyy huoomattavaa toiminnallista merkitysta.
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Pitkdaikaisten ja syvdllisten tutkimusten, jotka kaynnistettiin monia
vuosia sitten, jdlkeen hakija on saanut valmistetuksi uuden keuhkojen
pinta-aktiivisen aineen, johon oheinen keksinté liittyy, ja jonka koos-

tumus on optimaalinen tasapainoiselle farmakologiselle aktiivisuudelle.

Keksinnén mukaisella pinta-aktiivisen aineen valmistusmenetelmilla
toivottu fraktio saadaan erotetuksi vain muutamalla toimenpiteelld

eldinkeuhkoista lihtien.

Keksinnén mukainen menetelm# on pidasiassa tunnettu siitd, etta

a) pinta-aktiivinen aine erotetaan kokonaisuudessaan hienoksi jauhe-
tuista ja suolaliuoksella pestyistid eldinkeuhkoista perikkdisten suo-
datus-, sentrifugointi- ja uuttotoimenpiteiden avulla orgaanista liuo-

tinta kiyttden;

b) raaka lipidifraktio otetaan talteen haihduttamalla liuotin;

c¢) polaarinen lipidikomponentti erotetaan lopulta apolaarisesta kom-
ponentista geelikromatografisesti kaanteisfaasilla LIPIDEX -5000% (epi-
kloorihydriinilla ristisilloitettu dekstraanijohdannainen) tiytetylli

kolonnilla ja orgaanisella liuotinseoksella.

Keksinnén mukaisella menetelmill4d saadulla keuhkojen pinta-aktiivisella

aineella on seuraavat ominaisuudet:

a) suurin polaaristen lipidien, jotka ovat pddasiassa fosfolipideji,

pitoisuus (99 %) muihin valmisteisiin verrattuna;

b) vapaat hiilihydraatit, kolesteroli, triglyseridit sek# kolestero-
liesterit, eli komponentit, jotka eividt vaikuta milliin tavalla pinta-
aktiivisuuteen, puuttuvat niistd tdysin (Suzuki Y., J. Lipid Res. 23,
62-69, 1982), kuten myéskin muut farmakologisesti katsoen tehottomat
neutraalit lipidit (Nohara K., Eur. J. Resp. Dis. 69, 321-335, 1986);
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c) siin4 on lisnia proteiinikomponenttia, jonka tunnusomaisena piirteena
on hydrofobisten aminohappojen erityisen suuri miara, niiden aminohap-

pojen suurimman pitoisuuden ollessa alle 1-1,5 %. Proteiiniosa muodos-

tuu yksinomaan hydrofiilisista proteiineista, joiden molekyylipaino on

3-4 kilodaltonia, ja jotka ovat tdrkeitd ajatellen fosfolipidien ab-

sorptiota ilman ja nesteen rajapinnalla.

Keksinnén mukaisella valmistusmenetelm#lld saadaan toistettavasti ja
teollisessa mitassa kannattavasti pinta-aktiivista ainetta, jolla on

edelli esitetyt tunnusomaiset piirteet.

Hienoksi jauhetut eliinkeuhkot pestiin fysiologisessa liuoksessa. Ne
suodatetaan ja niita sentrifugoidaan alueella 1000 - 5000 x g olevilla
nopeuksilla yhdesti kolmeen tuntiin, nopeudesta riippuen. Pinta-aktii-
vinen aine uutetaan sitten orgaanisella liuottimella, joka on mielel-
lain metyylialkoholin ja kloroformin 1:2-seosta. Orgaaninen faasi pes-
tain vedelld ja haihdutetaan, jolloin saadaan raaka lipidifraktio, joka
otetaan talteen orgaanisella liuottimella, timin liuottimen ollessa
edullisesti 1,2-dikloorietaanin ja dikloorimetaanin l:4-seos. T&min
jalkeen fosfolipideistd muodostuva polaarinen lipidikomponentti erote-
taan geelikromatografisesti apolaarisesta komponentista, joka muodostuu

triglyserideistd, kolesterolista ja kolesteroliestereista.

Kliiniseen kayttooén tarkoitettu fosfolipidifraktio steriloidaan ult-
rasuodattamalla ja sitd sdilytetddn korkeintaan -20 °C:n lampdtilassa.
Se voidaan vaihtoehtoisesti lyofilisoda ja sadilyttaa -20 °C:n lampéti-

lassa.

Oheisen keksinnén kohteena olevan pinta-aktiivisen aineen valmistusta
havainnollistetaan seuraavassa yksityiskohtaisilla esimerkeills, kek-
sint64 kuitenkaan millidian tavalla rajoittamatta.

Esimerkki 1

Sian keuhkot jauhetaan hienoksi sekoittajassa ja kudoskappaleet pes-

tasan fysiologisella liuoksella. Seos suodatetaan ja sit4 sentrifugoi-
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daan alustavasti nopeudella 1000 x g 20 °C:n limpétilassa 15 minuuttia
solukappaleiden poistamiseksi. T4min jalkeen supernatantiksi jaavas
nestettd sentrifugoidaan uudestaan nopeudella 3000 x g 4 °C:n limpéti-

lassa 2 tuntia.

Raaka (kiinted) pinta-aktiivinen aine poistetaan ja uutetaan klorofor-
min ja metyylialkoholin 2:1-seoksella (vol./vol.), suodatetaan, pestiin
vedelld ja orgaaninen faasi haihdutetaan, jolloin saadaan raaka lipidi-
uute. Lipidifraktion uute (1-1,5 g) otetaan talteen 20 millilitralla
1,2-dikloorietaanin ja metyylialkoholin 1l:4-seosta (vol/vol) ja erote-
taan kromatografisesti kianteisfaasilla Lipidex -5000 (4 x 21,5 cm;
Packard Instruments Co.) tadytetylld kolonnilla, kidyttden eluenttina
1,2-dikloorietaanin ja metyylialkoholin l:4-seosta (vol/vol), virtaus-
nopeudella 60-90 ml/h. Fraktio 1 (0-270 ml) sisaltids vain fosfolipide-
ja, fraktio 2 (270-405 ml) sisiltdi hieman fosfolipideja ja muita po-
laarisia lipidejd, kun taas apolaariset lipidit (triglyseridit, koles-

teroli ja sen esterit) jaaviat kolonniin.
Fraktio 1 voidaan kidyttdi sellaisenaan.

Fraktion 2 sisaltamit fosfolipidit voidaan ottaa talteen menettelem#lli
seuraavasti. Fraktio 2 kromatografoidaan uudestaan samalla kolonnilla
ja ensimmidiseksi saatava fraktio (0-270 ml) yhdistet4in edellisesta
kromatografisesta kdsittelystd saatuun fraktioon 1. Nami kaksi yhdis-
tettyd fraktiota kuivataan (alle 40 °C:n lampétiloissa), liuotetaan
kloroformin ja metyylialkoholin 98:2-seokseen (vol/vol), steriloidaan
suodattamalla (esisuodatin 0,45 pm ja suodatin 0,2 um), ja sdilytetdan

pakastimessa -20 °C:n ladmpétilassa.
Esimerkki 2

Esimerkissd 1 kuvatulla menetelm#ll4 saatu fosfolipidifraktio sulate-
taan steriileissad olosuhteissa, kuivataan ja suspendoidaan uudestaan
fysiologiseen liuokseen kiyttden ultrasdnta, jonka taajuus on sopiva,
eli 45-50 kilohertsia, energiatason ollessa 50 Wattia. Tami on sangen

kriittinen vaihe menetelmissi aktiivisen tuotteen saamiseksi, silla
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tietyiss4d tapauksissa ollaan varmistettu kokeellisesti, etti jopa pie-
netkin vaihtelut ultradinen taajuudessa saattavat vaikuttaa huomatta-
vasti biologiseen aktiivisuuteen, vaikka tuotteen kemialliset ja fysi-

kokemialliset ominaisuudet pysyvdtkin muuttumattomina.

T41l4 tavalla saatu suspensio laitetaan ampulleihin myohempid l4ikin-
nidllist4d kayttdi varten, pitoisuuden ollessa tdlléin 80 mg fosfolipide-
ja/ml suolaliuosta. Esimerkeissd 1 ja 2 kuvatulla menetelmidlld tdysi-
kasvuisen sian keuhkoista saadaan eristetyksi noin 200 mg keuhkojen
pinta-aktiivista ainetta, eli suurin piirtein tuoteannos IRDS-tilan

hoitamista varten. Suurempia annoksia tarvitaan ARDS-tilan hoitamiseen.

Kustakin tuote-erdstd arvioitiin joka kerta fosfolipidien pitoisuus ja
koostumus sekd muiden komponenttien middri. Proteiinipitoisuus arvioi-

tiin analysoimalla aminohapot.

Taulukossa I esitetdidn fosfolipidifraktion koostumus valmisteessa, joka

saatiin esimerkissd 1 kuvatun menetelmin mukaisesti.

Taulukko I: Fosfolipidikoostumus pinta-aktiivisissa valmisteissa. Arvot

esitetdidn keskiarvoina * standardipoikkeama kuuden erin tapauksessa.

Fosfolipidit Mooli-%
Fosfatidyylikoliini 75,1 * 3,3
Fosfatidyylietanoliamiini 7,5 2,7
Fosfatidyyliseriini 1,2 1,1
Fosfatidyyliinositoli 7,2 1,7
Fosfatidyyliglyseroli 3,5+1,3
Lysofosfatidyylikoliini 0,7 +£0,5

Sfingomyeliini 4,7

I+
—
~
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Seuraavassa kuvauksessa laikitsevin tuotteen olennaisena ja piiasial-
lisena komponenttina mainitaan yksinkertaisuuden vuoksi vain fosfoli-

pidifraktio.

Kunkin eridn pintaominaisuudet arvioitiin samoin 37 °C:n lampétilassa
sykkivalls kuplatekniikalla (Surfactometer International, Toronto,
Kanada) (Enhorning G., J. Appl. Physiol. 43, 198-203, 1977).

Pitoisuuden ollessa 10 mg/ml valmisteen pintajdnnitys on pienimmilliin

< 5 mN/m, pinnan puristuksen ollessa 50 % 5 minuutin pulssituksessa.

Valmisteen steriliys varmistettiin bakteriologisella analyysilla.

Tamdn valmisteen tehokkuus testattiin eldimilld seksd spontaanin IRDS-
tilan tapauksessa liian varhain syntyneissid kaniineissa ja etti ARDS-
tilan tapauksessa, joka oli indusoitu marsuihin huuhtelemalla keuhkot

moneen kertaan.
Eldinkokeet

Niaissd kokeissa (jotka toteutettiin menetelm#lld, joka kuvataan jul-
kaisussa Lachmann B., et al., Pediatr. Res., 15, 833-838, 1981) kay-
tettiin kaniineja, jotka olivat syntyneet liian aikaisin keisarinleik-
kauksen seurauksena 27. raskausvuorokautena, ja joiden henkitorvet

avattiin ja varustettiin kanyylilli.

11 kaniinia kdsiteltiin antamalla niille kanyylin kautta keuhkojen
pinta-aktiivista ainetta, joka oli valmistettu oheisen keksinnén mu-
kaisesti, kun taas 15 muuta ei saaanut mitdin, vaan ne muodostivat

vertailuryhmdn.

Kaikki elaimet, sekid kisitellyt ett4 vertailut, kytkettiin rinnan hen-
gityslaitteeseen, ja niitd hengitettiin keinotekoisesti vakiopaineella
100 % happea kadyttiden 40 hengitykselld minuutissa, sisidnhengityspai-

neen muuttuessa tavanomaisesti. Keuhkoja laajennettiin ensin kohdista-
malla niihin 1 minuutin ajan 35 cm H,0 paine. Sitten painetta alennet-

tiin vahitellen eri hetkill4d arvoon 15 cm H,0. Lopuksi se nostettiin
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uudestaan 5 minuutiksi arvoon 25 cm H,0. Hengitystilavuus mitattiin joka

5. minuutti.
Tulokset esitetddn taulukossa II.

Taulukko IT: Mediaaniarvot, jotka saatiin 11 pinta-aktiivisella aineel-
la kdsitellylld eldimelld ja 15 vertailueldimells. Hengitystilavuudet
(HT) liian varhain syntyneissd kaniineissa, joita oli hengitetty 30 mi-

nuuttia tavanomaisesti muuttuvia sisdidnhengityspaineita (P;) kayttiden.

Aika Py HT (kdsitelty) HT (vertailu)
(min) (cm H,0) (ml/kg) (ml/kg)

5 25 34,5 2,2

10 25 34,0 2,0

15 25 34,5 2,2

20 20 25,0 1,3

25 15 8,1 1,0

30 25 40,0 3,0

Hengitystilavuuden todettiin suurenevan huomattavasti kisitellyissi

eljimissd vertailueldimiin nihden.

Paraffinoitujen keuhkoleikkeiden, jotka oli virjitty hematoksyliinilla
ja eosiinilla, ja joita tarkasteltiin mikroskooppisesti, histologinen
analyysi osoitti alveolilohkon tilavuuden suurentuneen huomattavasti

kidsitellyssd ryhmidssa.

Samankaltaisia tuloksia saatiin antamlla oheisen keksinnén mukaista
pinta-aktiivista ainetta marsuille, joihin oli indusoitu hengityselin-
ten vajaatoiminta menetelm&lld, joka kuvataan julkaisussa Berggren P.,

et al., Acta Anesthesiol. Scand. 30, 321-328, 1986.

Kisitellyissad tapauksissa, kuten taulukosta III nahdiin, kaasuvaihdon

arvot palautuivat nopeammin normaaleiksi vertailutapauksiin nihden.
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Taulukko IJII: Veren kaasut tédysikasvuisissa marsuissa, joihin on in-
dusoitu hengityselinten vajaatoimintaa huuhtomalla keuhkot moneen ker-
taan (mediaaniarvot). Koe toteutettiin yhteensi 41 t4ysikasvuisella
marsulla, joiden keuhkot oli huuhdottu moneen kertaan haalealla

(37 °C) normaalilla suolaliuoksella. Eliinta, jossa todettiin alhai-
simmat PaO,-pitoisuudet (keskiarvo 5,6 KPa), kaytettiin pinta-aktiivisen
aineen korvaamisella aikaansaadun vaikutuksen arvioimiseen; loput eldi-

mistd (keskiarvo Pa0,: 8,1 KPa) oli kisittelemidttémid ja ne toimivat

vertailuna.
Aika Kisitelty Vertailu
(min) pa0, PaCo,
(Kpa) (Kpa)

0 « 7,5 8,2 8,0 6,8
15 47 5,9 9,0 7,0
30 48 5,5 10,0 7,2
45 * 50 5,3 10,1 7,0
60 55 5,0 10,3 6,9

* Aika, joka kuluu PS-annoksen tiputtamiseen kidsitellyissid eldimissi.

Kliiniset kokeet

Kliiniset tutkimukset toteutettiin hyaliinikalvotaudista kdrsivien
vastasyntyneiden keskosvauvojen erityisissd keskuksissa, joilla kes-
kosilla todettiin hengityselinten huomattavaa vajaatoimintaa ja jotka
kirsivdt hapen puutteesta, veren liiallisesta hiilidioksidipitoisuu-
desta ja kudosten happamuudesta huolimatta ajoittaisesta mekaanisesta
hengityksesta positiivisessa paineessa, hapen prosenttisen osuuden

ollessa yli 60 %.

Jidljempdnd esitetddn tulokset hallitusta tutkimuksesta, joka toteutet-
tiin 10 vastasyntyneestd vauvasta muodostuvalla ryhmi#lli. Viisi vauvaa
kdsiteltiin keksinnoén mukaisella pinta-aktiivisella aineella ja viisi

vertailuvauvaa kidsiteltiin perinteisin hoitomenetelmin.
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Kdsittelyhetkella potilaat irroitettiin hengityslaitteesta ja pinta-
aktiivista ainetta injektoitiin henkitorven sisaan annoksena, jonka

suuruus oli 2,5 ml/kg, joka vastaa 200 mg fosfolipideja/kg.

Antamisen jdlkeen vauvoja hengitettiin kisin 1 minuutin ajan kuplan
avulla nopeudella 40-60 hengitystid minuutissa, kidyttden samaa kaasu-

seosta kuin aikaisemmin.

Sitten potilaat liitettiin uudestaan hengityslaitteeseen, joka toimi
samalla tavalla kuin aikaisemmin; toimintaa muutettiin tadmin j&lkeen

kliinisen reaktion ja veren kaasuarvojen muuttumisen mukaan.

Vertailuryhmidn vauvat irroitettiin myés hengityslaitteesta ja niita
hengitettiin kdsin 2 minuuttia samoissa olosuhteissa, kuin pinta-aktii-

visella aineella kidsiteltyj4 potilaita.

Hengityselinten toimintaan liittyvien eri indeksien muuttuminen osoitti

kidsittelyn tehokkuuden.

Erityisesti noin 5 minuutin aikana pa0,-arvot (hapen osapaine valti-
mossa) suurenivat nopeasti ja dramaattisesti siten, etta pa/AO;-suhde
(valtimoissa ja alveoleissa vallitsevan hapen osapaineen vdlinen suhde)
saavutti 15 minuutin kuluessa mediaaniarvon, joka oli kolme kertaa
suurempi kuin alkuperdinen arvo (30,6 verrattuna arvoon 10,4;

P < 0,001), minkd jalkeen arvo pieneni hiukan ensimmiisen ja toisen
tunnin valilla vakiintuakseen sitten arvoihin, jotka olivat noin kak-

sinkertaiset l4htéarvoihin verrattuna.

Sen sijaan vertailuryhmidssi pa/AO,-suhteen alkuperiinen mediaaniarvo,

7,62, ei muuttunut merkittiviasti.

Keuhkojen radiologiset 186ydékset osoittivat samoin patologisen tilan
paranevan kdsitellyissi kohteissa peruskudokseen pidiattyneen nesteen

vdhentyessd ja ilmatiehyeiden venyessi.
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Sen sijaan vertailuryhmiddn kuuluvien vauvojen radiologiset 18yddkset
eivat paljastaneet mitddn merkittividi muutosta ensimmiisen 48-72 ha-

vaintotunnin aikana.

Lopuksi, on tarkedtd korostaa siti, ettd keksinnén mukaisella keuhkojen
pinta-aktiivisella aineella kisitellyissd tapauksissa keinotekoisesti
hengittdmialld positiivisessa paineessa toteutetun hoidon ja happihoidon

pituuden todettiin lyhenevdn merkittdvisti.

Tamian ansiosta erittdin kalliin tehohoidon pituutta seki tunkeutuviin
kasittelyihin liittyvia vaaroja voidaan vidhentadd. Monet kirjoittajat
ovat itse asiassa sitd mielta, ettd IRDS-tilasta johtuva keuhkojen
vaurioituminen on seurausta myés elvytyshoidosta seki erityisesti pit-

kdstd altistumisesta suurille happipitoisuuksille.

Lisdksi eloonjaidneissd potilaissa ei ollut todettavissa immunologisia
komplikaatioita, miki osoittaa keksinnén mukaisen pinta-aktiivisen

aineen pienen antigeenisyyden.

N4in ollen ulkoisen pinta-aktiivisen aineen kidytté on huomattavan tir-
kedtd seka hengityselimien sairaalloisia oireyhtymii estettiessd ettd

hoidettaessa.

Aiotussa laadkinndllisessd kdytdéssd erityisen sopiviksi ovat osoittautu-
neet fosfolipidisuspensiot fysiologisessa liuoksessa, joiden suspensi-
oiden pitoisuus on 80 mg/ml, ja joita annetaan 2,5 mg/kg suuruisina
annoksina, vastaten noin 200 mg fosfolipidej4 ruumiin painokiloa koh-

den.

Kasittely toteutetaan normaalisti tiputtamalla suspensiota suoraan

henkitorveen. Toinen mahdollisuus on antaminen sumuna.
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Patenttivaatimukset

1. Menetelmi eldinperdisen keuhkojen pinta-aktiivisen aineen valmista-
miseksi, joka muodostuu polaarisesta lipidifraktiosta, joka muodostuu
pidasiassa fosfolipideisti, joka fosfolipidifraktio muodostuu vdhintiin
70-75 painoprosenttisesti fosfatidyylikoliinista, joka puolestaan muo-
dostuu vidhintdidn 40-45 painoprosenttisesti dipalmitoyylidifosfatidyyli-
koliinista, seks# proteiinifraktiosta, joka muodostuu yksinomaan pro-
teiineista, joiden molekyylipaino on pieni, 3-14 kilodaltonia, jota po-
laarista lipidifraktiota on lisni vdhintdin 98,5 paino-%, sen muodos-
tuessa puolestaan pddasiassa, vdhintaidn 95-prosenttisesti, fosfolipidi-

en seoksesta, tunnettu siitid, ettd

a) pinta-aktiivinen aine erotetaan kokonaisuudessaan hienoksi jauhe-
tuista ja suolaliuoksella pestyistd eldinkeuhkoista perikkiisten suo-
datus-, sentrifugointi- ja uuttotoimenpiteiden avulla orgaanista liuo-

tinta kayttéen;
b) raaka lipidifraktio otetaan talteen haihduttamalla liuotin;

c) polaarinen lipidikomponentti erotetaan lopulta apolaarisesta kom-
ponentista geelikromatografisesti kiadnteisfaasilla LIPIDEX -5000% (epi-
kloorihydriinill4 ristisilloitettu dekstraanijohdannainen) taytetylls

kolonnilla ja orgaanisella liuotinseoksella.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, tunne t tu siiti,

ettd orgaaninen liuotinseos on kloroformin ja metanolin 1l:4-seos

(v/v).
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Patentkrav

1. Foérfarande for framstdllning av ett ytaktivt dmne fér lungor,som
bestar av en poldr lipidfraktion som i huvudsak bestdr av fosfolipider,
varvid ndmnda fosfolipidfraktion bestidr av minst 70-75 vikts fosfati-
dylkolin, som i sin tur bestdr av minst 40-45 vikt% dipalmitoyldifos-
fatidylkolin, samt en proteinfraktion, som enbart bestiar av proteiner
vars molekylvikt dr lag, 3-14 K (K = kilodalton), varvid den polira
lipidfraktionen 4r ndrvarande i en midngd pa minst 98,5 vikts, under det
att den i sin tur i huvudsak, i en mingd pad minst 95 %, bestdr av en

blandning av fosfolipider, k4 nnetecknat dirav, att

a) det ytaktiva 4mnet separeras i sin helhet fran finpulveriserade och
med saltlésning tvattade djurlungor med hjdlp av successiva filtre-
rings-, centrifugerings- och extraktionsdtgidrder genom utnyttjande av

organiskt lésningsmedel;

b) den raa lipidfraktionen atervinns genom avdunstning av lésningsmed-

let;

c) den polidra lipidkomponenten separeras till slut fran den apolira
komponenten gelkromatografiskt med en kolonn som fyllts med den omvinda
fasen LIPIDEX -5000% (ett dextranderivat tvirbundet med epiklorhydrin)

och en organisk lésningsmedelsblandning.

2. Forfarande enligt patentkravl, k& nnetecknat dirav, att
den organiska lésningsmedelsblandningen &r en 1:4 (v/v) blandning av

kloroform och metanol.
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