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Tiivistelmda - Sammandrag

Keksinto kohdistuu farmaseuttiseen aineeseen niiden sairauksi-
en hoitamiseksi, jotka liittyvat pulmonaaliseen surfaktantti-
systeemiin, varsinkin akuutin respiratorisen vajavaisuuden
holtamiseksi, sekd taman valmistusmenetelmadn. Tuotto tapahtuu
sekolttamalla jauhettua keuhkoa tai vesipohjaista keuhkouutet-
ta veteen sekoittumattoman lipidinliuottimen kanssa. Liukene-
mattomlien aineosien poiserottamisen jdlkeen liuotin haihdute-
taan ja liuottimesta vapaa vaikutusaine sekoitetaan alkocholin
kanssa, alkoholiin liukenemattomat aineosat erotetaan pois ja

alkoholi poistetaan.

Menctelmin keksinndn mukaisen muunnoksen mukaan vaikutusaine
voldaan sitoa isotonisesta vesiuutteesta myds liukenemattomaan
adsorbenssiin, esimerkiksi piimaahan, eluocida orgaanisilla
livottimilla ja eristda. Liuottimesta vapaa, puhdistettu vai-
kutusaine emulgoidaan vesifaasissa ja kylmakuivataan. Aine
voidaan annostella aerosolin muodossa tai boluksena hengitystei-
den kautta annoksena 1...500 mg/ml fysiologista kantajanestet-
td. Sitd voidaan kayttda kaikissa hengitystiesairauksissa,
md johtaa aineeseen, jonka padaineosat ovat 40...70 % fosfoli-
pidia, 10...40 % kolesterolia ja 5...30 % neutraalilipideja.

Proteiinipitoisuus on vahemman kuin 1,5 %.
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Uppfinningen avser ett farmaceutiskt medel for behandling av
sjukdomar som dr forbundna med fdrandringar i det pulmonala
surfaktantsystemet, speciellt for behandling av akuta respira-
toriska insufficienser, samt ett fiérfarande for framstdllning
av medlet. Produktionen sker genom att blanda malen Lunga
eller ett vattenhaltigt lungextrakt med ett lipidldsnings-
medel som inte blandar sig med vatten. Efter avskiljande av
de oldsta bestdndsdelarna avligsnas 1Osningsmedlet cenom
fordngning och det losningsmedelsfria verksamma #mnet blandas
med alkohol, de bestdndsdelar som inte &r alkohollosliga

avskiljs och alkoholen avligsnas.

Enligt en variant av forfarandet enligt uppfinningen kan det
verksamma amnet ocksd bindas frdn det isotoniska vatten-
extraktet pd ett olésligt adsorbens, t.ex. kiselgur, elueras
med organiska losningsmedel och isoleras. Det losningsmecel s-
fria renade verksamma dmnet emulgeras i vattenfas och lyofili-
seras. Medlet kan appliceras i form av aerosol eller som
bolus Over andningsvdgarna i en dos mellan 1 och 500 mg/ml
fysiologisk barvidtska. Det kan anvidndas vid alla andnings-
vagssjukdomar som ar forbundna med stdrningar i surfaktant-
systemet. Forfarandet leder till ett medel med huvudinne-
hdllet bestdende av 40...70 % fosfolipid, 10...40 % kolestrol
och 5...30 % neutrallipid. Proteinhalten ar under 1,5 %.
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Menetelma surfaktanttipuutteen aiheuttaman hengenahdistus-
oireiston hoitamiseksi tarkoitetun farmaseuttisen aineen val-
mistamiseksi

Foérfarande f6r framstdllning av ett farmaceutiskt medel for
behandling av andnddssyndrom padkallande av surfaktantbrist

Keksinto kohdistuu menetelméadn keuhkosurfaktanttipuutteen
aiheuttaman hengenahdistusoireiston hoitamiseksi tarkoitetun
aineen valmistamiseksi nis&dkkdiden keuhkoista. T&l1l& aineella
voidaan hoitaa potilaita, 3joilla 3joko surfaktanttikerros ei
ole viela kehittynyt tai se on muuttunut patologisesti.
Tyyppi& II olevien keuhkorakkulasolujen muodostamaa vaikutus-
ainetta voidaan kayttaa surfaktanttipuutteen aiheuttaman
hengenahdistusoireiston kausaaliterapiaan.

Hyaliinimembraanitauti (HDM) johtuu keuhkorakkulasurfaktantin
puutteesta keuhkoissa ja sen seurauksena on ilmatyhjién (ate-
lectasis) kehittyminen. Kausaalinen laakehoitomahdollisuus
nahdaédn keuhkosurfaktantin antamisessa henkitorveen. El&inko-
keet ja ensimmdiset kliiniset kokeet vastasyntyneill&d suori-
tettiin sek& luonnollisella surfaktantilla ettd sen padaine-
osalla, dipalmityylilesitiinilld, etupddssa yhdessad fosfati-
dyyliglyserolin kanssa. Erddt tutkijat (Morley, C.N., et. al.:
The Lancet 1 (1981), s. 64...68) ovat piténeet luonnollista
surfaktanttia riittamattoméana terapeuttiseen k&yttéén sen
epatyydyttdvan ja voimakkaasti vaihtelevan aktiivisuuden ta-
kia. T. Fujiwara on kehittdnyt puolisynteettisen surfaktantin,
joka on luonnollisesti esiintyvén nisdkkdiden keuhkoista pe-
rdisin olevan surfaktantin ja synteettisten fosfolipidien
seos. 10 keskenkasvuisella vastasyntyneelld, joilla oli HDM,
saavutettiin hyviad koetuloksia (Fujiwara, T. et. al. The Lan-
cet 1 (1980), s. 55...59).
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Keuhkosurfaktantin eristys voidaan suorittaa keuhkohomogenaa-
tista (V. Neergard, K. Verh. Dtsch. Ges. inn. Med. 41 (1929),
S. 249; Clements, J. A. Proc. Sec. exp. Biol. (N.Y.) 95
(1957), s. 170) pervasaalisella huuhdonnalla (Bondurant, S.,
D.A. Miller, J. appl. Physiol. 17 (1962) s. 167) tai bronki-
aalisella huuhdonnalla (Clements, J.A. Proc. Soc. exp. Biol.
(M.V.) 95 (1957) s. 170). Vaikutusaineen terapeuttista kayttda
varten tulee kysymykseen ainoastaan eristys voimakkaasti jau-
hetusta Xkeuhkokudoksesta. N&#in eristetty uute ei tosin sis&dlléa
ainoastaan pinta-aktiivisen systeemin komponentteja, vaan myOs
kdytetyistd uutto-olosuhteista riippuen keuhkojen ja keuhkois-

sa olleen veren liukoisia ja emulgoituvia aineosia.

Mahdollisuus taman HMD: n hoitoon tarkoitetun pinta-aktiivisen
materiaalin eristamiseksi on kuvattu hakemusjulkaisussa DE-OS
3021006. Elektrolyyttiselld 1liuotuksella eristetdan nisakas-
keuhkosta raakamateriaali, 3johon 1lis#t#an vaadittava maara
synteettistada fosfolipidia fosfolipidipitoisuuden 75...95,5 %
saavuttamiseksi. Proteiinipitoisuus on 0,5...5,0 %. Kun solu-
jaanndkset on erotettu 500...1500 rpm:ssé raaka vaikutusaine-

seos saadaan sedimenttin& sentrifugoimalla 12000...16000 rpm:

ssa ja 0...10 c:ssa. Jatkokdsittelyssa seuraa useampikertainen
lipidien sekoitus natriumkloridiliuokseen ja erotus
sentrifugoimalla korkeilla kierrosnopeuksilla. Dialyysin,

asetoniuuton ja fosfolipidien kloroformi-metanoliseokseen
tapahtuvan sekoituksen ja liuottimen haihdutuksen jalkeen
saadaan vaikutusaineseos, johon sitten 1lis&tédén fosfaatti-
pitoisuuteen katsoen molaarisessa suhteessa 1:0,65:0,12 di-

palmityylilesitiinia ja fosfatidyyliglyserolia.

Myds muut kirjallisuudessa kuvatut menetelmdt (Brown, E.S.,
et. al. J. Appl. Physiol. 14 (1959), s. 717; Jobe, A., Bio-
chem. Biophys. Acta 489 (1977), s. 440...453, King, R.J., J. A,
Clements, Am. J. Physiol. 223 (1972), s. 707...714, Berggren,
P. et. al., IRCS Med. Sci. 9 (1981), s. 283...284) luonnolli-

sen surfaktantin eristédmiseksi perustuvat nisdkaskeuhkojen
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uuttoon tai huuhteluun elektrolyyttiliuoksella ja sitd seuraa-
vaan erotukseen toistuvalla sentrifugoinnilla eri g-arvoissa
ja lampbtiloissa, jolloin fosfolipidien erotus vaatii suurten
g-arvojen ja tiheysgradienttien kayttdd, mikd tuo mukanaan
korkeat kulut mittakaavaa suurennettaessa.

Scarpelli, E.M. et al. (J. Appl. Physiol. 23 (1967), s. 880..
886) eristivdt raakasurfaktanttia uuttamalla koiran ja kanii-
nin keuhkoja isotonisen natriumkloridiliuoksen avulla ja sité
seuraavalla wuseampivaiheisella sentrifugoinnilla. Analyytti-
siin tarkoituksiin erotettiin surfaktantin aineosat geelisuo-
datuksella Sephadex G 200:n avulla. Eri partikkelikokojen ja
pinta-aktiivisten ominaisuuksien johdosta geelisuodatus johtaa
suuriin materiaalimenetyksiin ja ei n#ytd sopivalta prepara-

tiiviin tarkoituksiin.

Morley, C.J. et al. (The Lancet 1 (1981) s. 64...68) antoivat
vastasyntyneille, joilla oli HDM, synteettistd keuhkosurfak-
tanttia, joka koostui dipalmityylilesitiinin ja fosfatidyyli-
glyserolin seoksesta suhteessa 7:3, jonka vaikutus on kuiten-
kin riitt&m&tdén. Synteettisen, proteiinittoman dipalmityyli-
lesitiinistd ja heksadekanolista koostuvan surfaktantin val-

mistuksen kuvaa Clements US-patenttijulkaisussa 4312600.

Keksinndlle on tunnusomaista oheisissa patenttivaatimuksissa
esitetty menetelmd. Keksinté ratkaisee tehtadvian aikaansaada
yksinkertainen, suureen tekniseen mittakaavaan muunnettavissa
oleva menetelmd, jolla voidaan valmistaa farmaseuttinen aine
keuhkosurfaktanttipuutteen yhteydess& ilmenevidn hengenahdis-
tusoireston substituutioterapiaan kdyttden helposti saatavia
apuaineita ja luonnollisia raaka-aineita. Keksinnén mukaisella
menetelmalla valmistetun erityisen kokoomuksen omaavan luon-
nollisen surfaktantin avulla on mahdollista kaikkien niiden
sairauksien kausaalinen terapia, joihin kuuluu muutos keuhko-
surfaktantissa, erityisesti vastasyntyneiden ja aikuisten

hengenahdistusoireisto. T&llaisella terapeuttisella aineella
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on erityinen 1ladketieteellinen ja humanitdarinen merkitys,
ennen Xaikkea Xkatsoen niiden vastasyntyneiden imevdiskuollei-
suuden vahentamiseen, 3joiden surfaktanttikerros ei ole viela
kehittynyt sekd niiden potilaiden hétdtilaterapiaa varten,
joiden keuhkosurfaktanttia patologiset ilmidt ovat wvahingoit-
taneet.

Nyt on keksitty menetelmd surfaktanttipuutteen aiheuttaman
hengenahdistusoireiston hoitamiseksi tarkoitetun, fosfolipi-
dia, proteiinia, kolesterolia ja neutraalilipidid sisdltdvén
farmaseuttisen aineen valmistamiseksi, Jjolle menetelmdlle on
tunnusomaista, etta jauhettu keuhko tai vesipohjainen, isotoni-
sella elektrolyyttiliuoksella tai mono- tai disakkaridien
liuoksilla valmistettu keuhkouute

a) uutetaan kloroformilla, dikloorimetaanilla, tetrakloori-
metaanilla tai petroolieetterilld, uute puhdistetaan liukene-
mattomista aineosista, lipidiliuotin poistetaan, suoritetaan
uuttaminen vesiliukoisella alkoholilla, uute puhdistetaan
alkoholiin liukenemattomista aineosista, alkoholi poistetaan
ja puhdistettu vaikutusaine mahdollisesti fosfolipidifraktion
lisdyksen jadlkeen saatetaan hengitysteiden kautta tapahtuvaan
annostukseen sopivaan muotoon, tai

b) kuten ylla valmistetusta keuhkouutteesta erotetaan solu-
jaanndkset sentrifugoimalla alhaisissa g-arvoissa, &en jalkeen
uute saatetaan yhteyteen liukenemattoman adsorbensein kanssa,
pestidn vedelld tai asetonilla, vaikutusaine vapautetaan siita
metanolin ja kloroformin muodostamalla liuotinseoksella, vai-
kutusainepitoinen livos haihdutetaan kuiviin edullisesti
vakuumissa ja vaikutusaine saatetaan hengitysteiden kautta
tapahtuvaan annostukseen sopivaan muotoon,

jolloin vaihtoehdon a) tai b) mukaan saadaan aine, Zonka fos-
folipidipitoisuus on 40...70 %, proteiinipitoisuus on < 1,5 %,
edullisesti 0,5...1 %, kolesterolipitoisuus on 10...40 % ja

neutraalilipidien pitoisuus on 5...30 %.
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Suuri osa hdiritsevistd solunosista, erityisesti proteiinit,
saostuvat té&lldéin ja ne voidaan erottaa helposti. Tah&n asti
surfaktantin liuotukseen p&Adasiassa analyyttisii tarkoituksia
varten kdytetty uuttoaine Folchin mukaan (kloroformi/metanoli
tilavuussuhteessa 2:1) korvataan ndin yhtendisella lipidin-
liuottimella ilman alkoholiosaa, edullisesti kloroformilla,
edullisia ovat myds muut halogenoidut hiilivedyt. N&in voidaan
valttdd t&ahan asti tavallisissa laboratoriomenetelmissa kayte-
tyt moninaiset sentrifugointivaiheet, osittain hyvin suuressa
g-arvossa ja kayttden tiheysgradientteja. Alkoholiosan pois-
jaannillad 1liuottimesta on etuna huomattava vahennys proteiini-
osassa, joka vieraslajisuuden johdosta saattaa johtaa allergi-
siin reaktioihin sitd ihmisille annettaessa (Bergmann, K. -Ch.,
Lachmann, B. Z. Erkr. Atm. 137 (1972), s. 55...60; Morley,
C.N. et al. The Lancet, Jan. 10 (1981), s. 64...68). Toisaalta
vaikutuksen aikaansaamiseen vadlttamatdn, vaikkakin pieni
lipoproteiiniosa siirtyy uuton yhteydessd keksinndén mukaisissa
koejadrjestelyissd liuotinfaasiin. T&m&n kaiken 1lisidksi yhte-
ndisen lipidinliuottimen k&yttd helpottaa liuottimen takaisin-
saantia wuudelleentislauksen avulla verrattuna eri liuottimien
seoksen kdyttdén ja n8in ollen edistdi menetelman taloudelli-

suuden parantamista.

Keksinndn mukaisen menetelmdn suorituksessa nisékk#in keuhkos-
ta, etupadssd naudan tai sian keuhkosta, poistetaan rasvakudos
ja henkitorven 3j&&nndkset, ja keuhko jauhetaan lihamyllyn
avulla. N&in saatu keuhkojauhe joko sekoitetaan heti lipidin-
liuottimen kanssa, kuten kloroformiin tai muuhun halogenoituun
hiilivetyyn, tai keuhkojauheesta valmistetaan vesiuute, edul-
lisesti isotonisten elektrolyytti- tai sokeriliuosten avulla,
ja ta&md sekoitetaan lipidinliuottimen, kuten kloroformin tai
jonkin muun halogenoidun hiilivedyn kanssa. Suora keuhkon
uutto lipidinliuottimella, kuten halogenoidulla hiilivedylli,
suoritetaan 0,5...10 1:1la liuotinta, edullisesti 1,5 1l:1la
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liuotinta kg keuhkojauhetta kohti.

Vesiuutteen valmistus tapahtuu 0,1...0,5 kg:lla keuhkoa 1liuos-
litraa kohti, surfaktantin uutto 1 l:sta tatd liuosta on mah-
dollista 0,1...2,0 1:1la, edullisesti 0,25 l:1la lipidinliuo-
tinta, edullisesti halogenoiduilla hiilivedyilla. Keuhkojaan-
n8kset erotetaan kulloinkin uutteista suodattamalla harsokan-
kaalla, saostuvat proteiinit erotetaan vesiliuoksen klorofor-
mikasittelyn jdlkeen edullisesti sentrifugoimalla. Saatu Kklo-
roformi faasi konsentroidaan suodatusselkeytyksen jalkeen va-
kuumissa 40 c<:ssa Jja témadn jalkeen 1liuotin voidaan poistaa
kokonaan johtamalla typpikaasua 40 c:ssa niin, ettd jaljelle
j&4& tahnamainen, kellertdvdnruskea aine. Témén fosfolipidipi-
toisuus on suorassa kloroformiuutossa 20...50 %, etupdéssé
30...40 %, ja liitett8essa valiin vesiuutto 30...75 &%, etu-
paassd 50...60 %. Niin saadun biologisesti jo hyvin vaikutta-
van raakasurfaktantin proteiinipitoisuus on suoraa kloroformi-
uuttoa kaytettiessd 0,8 ja 1,5 % vdlilla ja liitettédessa va-
liin vesiuutto alle 1 %, etupddssa 0,5 %:n vaiheilla.

Saadulle surfaktantille suoritetaan seuraavaksi alkoholiuutto.
Siinad raaka surfaktanttiaine sekoitetaan nopeakierroksisessa
sekoittimessa siten, ettd 1 g t&t& ainetta tulee alkoholia
1...20 ml, edullisesti 3 ml, lampbtilavadlilld, joka voi olla
-10 e:n ja +60 <:n vAalissd. Liuottimina ovat kdyttdkelpoisia
metanoli tai etanoli. Alkoholifaasi erotetaan sucdattamalla
tai sentrifugoimalla ja liuotin poistetaan.

Niin saadulla kuivalla aineella on seuraava koostumus ja silléa
on henkitorven sisdisessa asennuksessa poikkeuksetta hyva
siedettavyys:
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fosfolipidit 45...65 %
neutraalilipidit 10...25 %
kolesteroll 10...25 %
proteiini 0,5...1,5 %
vapaat rasvahapot 2...5 %

Fosfolipidit esiintyvdt siind seuraavassa suhtecessa:

fosfatidyylikoliini 50...60 %
fosfatidyyliglyseroli 2...3 %
tosfatidyylietanoliamiini 10...20 ¢
tosfatidyyliseriini 1...2 %
sfingomyeliini 10...25 %
fosfatidyyli-inosiitti 0,5...1 %

Edelleen havaittiin, ettd surfaktanttiaineen alkoholiuutto
voidaan toistaa useamman kerran, siind alkoholiin liukenematon
jddnnds sekoitetaan uudestaan etanolin tali metanolin kanssa
uutolle mainituissa olosuhteissa. Nyt jdljelle jd&dvdn liukene-
mattoman materiaalin kanssa voidaan suorittaa kolmas sekoltus
analogisesti ensimmdisen ja toisen mukaisesti. Saadulla mate-
riaalilla on ensimmdisen uutteen koostumus olennaisin osin,
kuitenkin fosfolipidipitoisuus vdhenee 3. uuton jdlkeen jyr-
kdsti, kun taas kolesterolipitoisuus kasvaa jatkuvasti uutto-
vaineiden lisddntyessd. 2. ja 3. uuton avulla voidaan valmis-
taa kuitenkin vield hyvin vaikuttavaa ja henkitorvensisdisessa
tiputuksessa {(intratrakeaalinen instillaatio) poikkeuksetta

siedettavid materiaalia.

Lisdksli havaittiin, ettd sitomalla keuhkosta uutettu surfak-
tantti liukenemattomaan adsorbenssiin, erityisesti piihappo-
geeliin tail aktivoituihin silikaatteihin ja eluoimalla taman
jdlkeen fosfolipideille soveltuvilla liuottimilla voldaan
yksinkertaisella tavalla eristda surfaktanttipreparaatti, Jjoka
osolttaa suurta farmakologista tehoa hengenahdistusoitreiston

hoidossa.
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Keksinnin mukaisen menetelmdn suorituksessa sur faktantin uutto
hienonnetusta nisikkddnkeuhkosta, edullisesti naudan- tai
siankeuhkosta, tapahtui mono- tail di sakkaridiliuoksilla, edul-
lisesti isotonisella glukoosi- tai sakkaroosiliuoksella tai -
kuten kirjallisuudessa on tunnettua -elektrolyyttiliuoksella,
esim. isotonisella natriumkloridiliuoksella. Kun solukappaleet
on erotettu sentrifugoinnilla alhaisissa g-arvoissa tunnetulla
tavalla, vaikutusaineseos adsorboidaan piihappogee.iin tal
aktivoltuun magnesiumsilikaattiin. Tehollisen surfaktantin
reversiibeli sitoutuminen piihappogeeliin el ollut odotetta-
vissa, xoska kirjallisuudessa selvisti viitataan siihen, etta
timin monikomponenttiseoksen fysikaaliset Ja kemialliset omi-
naisuudet saavat aikaan irreversiibelin sitoutumisen Xiinteddn
kromatografiamateriaaliin, ja ndin ollen biologisesti aktiivin
sur faktantin eristys tdlld tavalla ei ole suoritettavissa
(King, R.J., Federation Proceedings 33 (1974), s. 2238...
2274). Kun adsorboitumaton materiaali on pesty pois tislatun
veden tal asetonin avulla, aktiivinen vaikutusaine liuotetaan
liuotinseoksella, edullisesti Folchin mukaan kloroformi/meta-
nolilla pois adsorptioaincesta ja eristetddn haihduttamalla

vakuumissa tai kuivaamalla typpikaasua sisddnjontamalla.

Saadaan luonnollinen surfaktantti, jonka fosfolipidipitoisuus
on 30 ja 70 % vililld, edullisesti 40...50 %. Preparaatille on
ominaista alhainen proteiinipitoisuus (< 0,5 %). Mahdollisiin
surfaktanttivalmisteiden sivuvaikutuksiin katsoen alhainen
proteiinipitoisuus ndyttad merkitykselliseltd, koska uuttota-
pahtuman aikana uutteeseen joutuvat seka seerumiproteiini etta
myos elinspesifiset proteiinit, joilla voi ilmeti antigeenisid
ominaisuuksia niiti ihmisille annettaessa (Bergmann, K.-Cua.,
Lachmann, B., 4. Erkr. Atm. 137 (1972), s. 55...60; Morley,
C.N. et al. The Lancet, 1 (1981), s. 64...68).

Seuraavia analyyttisia menetelmia kdytettiin analyyttisten

tuiosten tutkimisessa:
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Fosfolipidipitoisuus mddritettiin Bartlettin (N. Z6llner und
D. Eberhagen "Untersuchung und Bestimmung der Lipide im Blut":
Springer-Verlay, Berlin, Heidelberg, New York, 1965) julkalse-
man menetelmidn mukaan (s = + 2 %). Vertailuaineena oli kalium-
fosfaatti. Kolesterolipitoisuus mddritettiin kolerimetriselld
menetelmdlld, joka kdsittdd kKolesterolin lisdksil mySs xoleste-
roliesterin middrityksen (s = + 4 %). Neutraalilipidit mdari-

x

tettiin 2. Arzneibuch der DDR:n triglyseridimddricysmenetei-
wiild, menetelmi L A.1.1. Proteiinipitoisuus mddritettiin
lHessea ja Lindnerin (Zeitschritt fudr Allg. Mikrcoiologie 11
(1971), s. 535...594; ebenda 15 (1975), s. 559...561) selosta-
man menetelmin mukaan, joka soveltuu erityisen hyvin vesiemul-
siolden proteiinipitoisuuksien tutkimiseen (s = + 3 %). Yksit-
tiisten fosfolipidien madritys suoritettiin P. Genterin Ja
tybtovereiden mukaisesti (J. of Chromatography 206 (1981), s.
200...204) suoritetun ohutkerrosxromatograafisen erotuksen
jdlkeen kxolorimetrisesti (katso N. Zollner und D. Eberhagen
"Untersuchung und Bestimmung der Lipide im Blut", Springer-
Verlag Beriin, Hetdelberg, New York (1965) (s = + 3 % paakom-
ponenteille). Vertailuaineena oli kaliumfosfaatti. Fosfolipi-
dien eluutiohisvid on hajonnan sisdlld. Vapaiden rasvahappojen
pitoisuuden tutkinta tapahtuu ohutkerroskromatograafisen ero-
tuksen ja kaasukromatograafisen eluution mukaisesti (s = + 10

3).

Keks1nnon mukainen preparaatti muuttaa vesifaasin pintajdnni-
tystd. Pintajinnityksen mittaus ja hystercesikdyrien aikaan-
saanti tapahtul Wilhelmy-vaa an avulla, tyyppi ATF 01 (valmis-
taja Fa. E&. Biegler, 301 Mauerbach, Itavalta) tunnetun mene-

teimidn mukaisesti.

Alnemddrd: 5 pq 60 mg fosfolipidi/ml

Tulos: kuva 1 esimerkin 2 aine
kuva 2 esimerkin 3 aine
kuva 3 esimerkin 9 aine
kuva 4 esimerkin 10 aine

esimerkin 18 aine

|92}

kuva
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oordinaatta pintajédnnitys

abskissa suhteellinen pinta

Keksinnon mukaisen menetelman mukaan saadut preparaatit osoit-
tivat in vivo-kokeissa eliinmalleilla korkeaa tehoa ja niilla
oli henkitorvensisdisessd tiputuksessa (intratrakeaalinen

instillaatio) poikkeuksetta hyvd siedettdvyys.
Toteennaytto tapahtui seuraavilla eldinmalleilla:

.. Sarfaktantin vaikutus aikuisten hengenahdistusoireisﬂ

toon (vrt. taul. 2, kuva 9)

Surfaktanttitiputuksen vaikutusta aikuisten hengenahdistusoi-
reistoon tutkittiin marsuilla. Ennen akuutin hengitysvajavai-
suuden tuottamista eliinten henkitorvi avattiin (trakeotomia)
yleisen nukuttamisen jidlkeen, A. carotikseen johdettiin katet-
ri verenpoistoa varten ja keinohengitys hoidettiin vakiopail-
neisesti puhtaan hapen avulla. Akuutti hengenahdistusoireisto
saavutettiin eldimilla surfaktantin 8-kertaisella keuhkoputki-
huuhdonnalla l&dmpiman fysiologisen suolaliuoksen avulla. Huuh-
4r-e-atilavuudet vastasivat eldinten vitaalikapasiteettia.
nuuhdontamenettelyn lopussa oli valtimon hapenpaine naills
a13imillsd alle 60 mm Hg huolimatta keinohengityksestd + 30 c¢m
H5Cin huippupaineilla, 8 cm H,O0:n positiivisesta endekspirato-
risesta paineesta (Positive-Endexpiratory-Pressure, PEEP) Ja
.v.r.taasta hapesta. 10 ja 40 minuuttia viimeisen keuhkohuuhdon-
nian jdlkeen puolet eliimistd saivat kukin 1 ml surfaktanttisa
tiputuksena henkiltorveen. Verikaasuanalyysit seurasivat 5, 1%
ja 30 minuuttia kulloisenkin surfaktantin annon jalkeen. Opti-
maalinen surfaktantti johtaa ehdottoman samojen keinohengitys-
-lcsuhteiden vallitessa vilittomadn valtimorn hapenpalieer

._.suun keskimadrin 200 mm Hg:n verran.
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2. Surfaktantin vaikutus keskenkasvuisiin keuhkoihin

(vrt. taul. 2, kuvat 6, 7 ja 8)

Sur faktantin vaikutuksen testaamiseksi keskenkasvuisiin keuh-
koihin saatettiin keskenkasvuiset kaniininpoikaset syntym3an
kohtuleikkauksella (hysterectomia)} 27. raskauspdivanid (raskau-
den kokonaiskestoaika: 31 + 1 pdivdd). Eldimille sucritettiin
valittOmasti syntymdn jadlkeen henkitorven avaus (trakeotomia)
ja osa sal henkitorviliitosputken kautta keskimddrin 60 pl
surfaktanttia tiputettuna henkitorveen. Saman poikueen kdsit-
telemdttomdt sisareldimet toimivat kontrolleina. Tiamdn jdlkeen
eldimet sijoitettiin vakiopaineiseen kokovartalopletysmogra-
fiin (38 ©C) ja keinohengitys suoritettiin puntaalla hapella
rekisterviden jatkuvasti keinohengityspaine ja hengitystila-
vuus. Primddritiedoista seurasi rintakehda-keuhkokimmovastuksen
laskeminen (thorax-keuhko-komplianssi). Muutamissa kokeissa
kaikille eldimille suoritettiin keinohengitysta syntymdn jal-
keen 10...15 minuuttia ja vasta sen jdlkeen osa eladimistd sai

sur faktanttia tiputettuna henkitorveen.

3. Henkitorvitiputuksen (trakeaalinen instillaatio)

jdlkeinen sietokoe nuorilla rotilla {(vrt. taul. 2)

Sietokoe nuorilla rotilla tapahtuu terapeuttisen annoksen
konsentraatioalueella (200 mg fosfolipidiid/kg ruumiinpainoa)
kolminkertaiseen terapeuttiseen annokseen asti. Rottaa kohti
(ruumiinpaino n. 50 g) kdytetdan 10...30 mg fosfolipidid.
Sietotestaukseen kdytetddn sekd naaras- ettd urospuolisia
eldimii, jolloin yhteen kokeeseen (n = 10) valitaan vain samaa

sukupuolta olevia rottia.

Menetelmat

10 n. 50 g painoista rottaa (uros- tai naaraspuolisia) nukute-
taan eetterillsd, sen jdlkeen seuraa kaulaviilto sekd henkitor-
ven tynkdpreparaatio. Preparaation jdlkeen eetterinarkoosia
syvennetddn niin, ettd eldimet hengittdvdt tdstedes yhdenmu-

kaisesti. Taivutetulla 20-liitosputkella injektoidaan kulloin-
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kin 10...30 mg fosfolipidi&/0,3 ml fysiologista keittosuola-
livuosta. Injektion jilkeen viilto ommellaan kiinni. Havainto-
aika kestii kokonaisuudessaan kaksi viikkoa, jolloin 72 tunnin
jdlkeen todetaan lopputulos. Testisarjaa (50...60 eldintd)
kohti otetaan mukaan viisi kontrollieldintd, joihin kuhunkin

injektoidaan 0,3 ml fysiologista keittosuolaliuosta.

Valmisteen stabiliteetin ja emulgoituvuuden lisdparannus on
saavutettavissa lisasmilla fosfolipidifraktio, joka saadaan
seuraavasti: Kun kuivattu keksinndn mukainen aine, jolla on
edelld kerrottu koostumus, on liuotettu lipidinliuottimeen,
edul lisesti kloroformiin, jolloin 0,1...1,0 g ainettea liuote-
taan ml:aa kohti lipidinliuotinta, seuraa fosfolipidifraktion
asetonisaostus. Saostaminen suoritetaan -20...+20 OC:ssa,
edullisesti + 5 OC:ssa. Kloroformipohjaisen vaikutusaineliuok-
sen tilavuussuhde asetoniin on arvojen 1:1 ja 1:8 valilla,

edullisesti 1:4.

Kun emiliuos on erotettu suodattamalla tai sentrifugoimalla Jja
kiinted faasi pesty asetonilla, jonka lampotila tulisi sddtad
edullisesti wvilille -10 ©C...- 20 ©C, kuivataan fosfolipidi-
fraktio. Niin saatu lihes valkoinen aine, joka koostuu 70...90
3:isesti fosfolipideistd ja ei osoita mitddn biologista aktii-
visuutta em. malleissa, voidaan lisatd alkoholiuutolla saatuun

sur faktanttiin.

Ndin saadulla kuivatulla valmisteella on seuraava koostumus

(menetelmdt vastaavat jo esitettyjd menetelmid):

fosfolipidit 60...75 %
neutraalilipidit 5...15 %
kolesteroli 10...20 %
proteiini 0,5...1,5 %
vapaat rasvahapot 2... 5 %

Fosfolipidit ovat siind seuraavassa suhteessa:
fosfolipidikoliini 60...70 %
fosfatidyyliglyseroli 2... 4 %
fosfatidyylietanoliamiini 5...10 %
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fosfatidyyliseriini l... 3 8
sfingomyeliini 10...20 %
fosfatidyyli-inosiitti 2... 3 %

Tdman menetelmdn mukaan saadut valmisteet osoittivat in vivo-
testauksessa jo esitetyilld eldinmalleilla korkeaa tehoa (vrt.
taul. 2) ja niilld oli henkitorvensisidisessd tiputuksessa
(intratrakeaalinen instillaatio) poikkeuksetta hyvi siedetti-

vyys (vrt. taul. 2).

MyOs toistetulla alkoholiuutolla ja asetonisaostuksella saatua

fosfolipidifraktiota voidaan kdyttdid analogisella tavalla.

Farmaseuttisen aineen valmistus

Saadusta luonnollisesta surfaktantista, jonka fosfolipidipi-
toisuus on 40 ja 70 % vdlilld, valmistetaan seuraavassa kuva-

tun menetelmdn avulla farmaseuttinen aine.

Kun aine on liuotettu etanoliin tai halogenoituihin hiilive-
tyihin, se esipuhdistetaan suodatuksessa lasisuodattimen ja
suodatinpaperin kautta ja sen periddn steriilisuodatetaan liuo-
tinaineita kestdvien kalvojen kautta. Liuottimen tyhjidhaihdu-
tuksen jdlkeen saatu jddnnSs emulgoidaan veden (pro injectio)
tai steriilien vesiliuosten kanssa, tdytet&ddn lasiastioihin,

syvdjadhdytetddn ja kylmidkuivataan.

Vesiliuoksina voidaan kdyttdd tissd isotonisia natriumkloridi-
tai kalsiumkloridiliuoksia tai mono- ja disakkaridien isoto-
nisia liuoksia. Homogenointiin soveltuu edullisesti Ultra-
Turrax. Tdmdn lisdksi on mahdollista lisdtd sopivia aineita
emulgoitumiskyvyn parantamiseen, stabiliteetin nostamiseen ja

puskurointiin mddrdttyjen pH-alueiden saavuttamiseksi.

Toinen mahdollisuus saada aikaan farmaseuttinen aine on -ilman
steriilisuodatusta orgaanisissa liuoksissa - emulgointi heti
veteen tai vesiliuoksiin, missi yllid esitetyt liuokset ja

lisidykset sopivat samoin tdssid, ja emulsion autoklavointi.
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Jidhdytyksen jidlkeen voidaan emulgointi suorittaa tarpeen
tullen vield uudestaan. Tidmdn jdlkeen emulsio siirretdin lasi-
astioihin, syvajaadytetddn ja kylmdkuivataan.

Suoritusesimerkit

Esimerkki 1

4,1 kg:sta tuoretta naudankeuhkoa poistettiin rasvakudos,
suuremmat henkitorven osat sekd verijddnnokset ja samassa
yhteydessd suoritettiin paloittelu. Sen jdlkeen seurasi keuh-
kopalojen hienonnus lihamyllyssd 4 mm reikdkiekolla ja ndin
saatua 3,5 kg keuhkojauhetta uutettiin 14,0 l:1lla isotonista
natriumkloridiliuosta tunnin kestdvissid intensiivisessd sekoi-

tuksessa 20 OC:ssa.

Dederon-harsokankaan ldpi suoritetun imun jidlkeen saatiin 12,4
1 sameaa uutetta, jota sekoitettiin 7,6 1 suuruisen klorofor-
mimdirin kanssa tunnin ajan 20 ©C:ssa. Yli kolmen pdivdn sei-
sotusajan jdlkeen syntynyt hieno proteiinisaostuma sentrifu-
goitiin pois 15 min:ssa 2000 g:ssa. Saatiin 5,81 1 kirkasta
xloroformifaasia, joka rotaatiokierrdtyshaihduttimessa tapah-
tuneen konsentroinnin jidlkeen haihdutettiin kuiviin typpikaa-

sun alaisena. Ainetta saatiin 6,14 g.

Esimerkki 2

200 kg:sta keuhkoa poistettiin rasvakudos ja suuret renkitor-
ven osat ja keuhko jauhettiin lihamyllyssd 8 mm reikdkiekolla.
Keuhkojauhetta sekoitettiin 600 l:ssa isotonista natriumklori-
diliuosta teollisuusuuttolaitteessa 30 min 17 ©C:ssa. 15 min.
seisotusajan jidlkeen kerddntyi suurin osa keuhkosta vesifaasin
yldpuolelle. Vesifaasi voitiin imed uuttolaitteen pohjasta ja
erottaa separaattorilla sen vield sisdltamistd keuhkonosista
ja verisoluista. 410 1 vesiuutetta kdsiteltiin edelleen 200 1
kippiastioissa. Kaksi kertaa lisdttiin 130 l:aan uutetta kul-
loinkin 1,1 kg vedetontd kalsiumkloridia ja sekoitettiin kul-

loinkin 32,0 l:n suuruisen kloroformimddrdn kanssa (2. AB-DDR)
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25 min 15 ©C:ssa ja yhden kerran 150 1 uutetta, johon lisdtty
1,2 kg vedetdntd kalsiumkloridia ja 36,0 1 kloroformia (2.
AB-DDR) sekoitettiin Z5 min.

¥Yon yli jatkuneen seisotusajan jdlkeen kussakin tapauksessa
yldpuolinen vesifaasi ja sen mukana osa saostuneesta proteii-
nista dekantoitiin pois ja loput erotettiin pdaltd kuorivalla
lingolla. Saatiin noin 60 1 kloroformifaasia, jota vdkevditiin
vakuumikierrdtyshaihduttimessa ja sen jdlkeen rotaatiokierri-
tyshaihduttimessa. Typen avulla poistettiin livotinjddnnokset.

Ainetta saatiin 513 gq.

Esimerkki 3

2,0 kg keuhkojauhetta, joka saatiin esimerkin 1 kuvaamalla
tavalla 2,2 kg:sta naudankeuhkoa, sekoitettiin 5,0 l:n suurui-
sen kloroformimiddr&dn kanssa 60 min 20 ©C:ssa. Keuhkon poissuo-
datuksen jidlkeen kloroformiuute haihdutettiin kuiviin typpi-
kaasun alaisena rotaatiokierridtyshaihduttimessa tapahtuneen

Konsentroinnin j&dlkeen. Niin saatiin ainetta 2,84 g.

Esimerkki 4

276 kg:sta tuoretta naudankeuhkoa poistettiin rasvakudos ja
suuremmat henkitorven osat ja keuhkot jauhettiin teollisuusli-
hamyllyssd 8 mm reikdlevylld. Niin saatua 250 kg keuhkojauhet-
ta sekoitettiin 300 l:n suuruisen kloroformimiidrin kanssa
teollisuusuuttolaitteessa 22 ©C:ssa 60 min. Kloroformifaasi
poistettiin 50 min seisotusajan jilkeen, konsentroitiin vakuu-
mikierrdtyshaihduttimessa ja vakuumirotaatiohaihduttimessa ja
haihdutettiin kuiviin typpikaasua sisddnjohtamalla. Ainetta

saatiin 950 gq.

Esimerkki 5

7,2 kg:sta tuoretta naudankeuhkoa poistettiin rasvakudos ja
suuremmat henkitorven osat ja keuhko jauhettiin lihamyllyssa

jddnnosveren poispesun jilkeen. 6,0 kg keuhkojauhetta sekoi-
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tettiin annoksittain isotonisen natriumkloridin kanssa 30 min,
jolloin 2,5 kg keuhkojauhetta kohti tuli 8,0 1 vesiliuosta.
Keuhkojdidnnosten dederonharsokankaan avulla tapahtuneen ero-
tuksen jidlkeen saadusta 17,6 l:sta uutetta 8,8 l:aan lisdttiin
59,0 g vedetdntd kalsiumkloridia jJa sekoitettiin 2,2 1 suurui-
sen hiilitetrakloridimisrin kanssa 30 min. Orgaanista faasia
saatiin 1,97 1. Liuottimen poiston jdlkeen saatiin 2,34 g

alnetta.

Esimerkki 6

Tuoreista naudankeuhkoista poistettiin rasvakudos, suuremmat
henkitorvenosat seki jiinndsveri, ja keuhkot paloiteltiin. Sen
jdlkeen seurasi keuhkokappaleiden jauhaminen lihamyllyssd 4 mm
reikikiekolla, ja ndin saatu 65,0 kg keuhkojauhetta sekoitet-
tiin 5 ersssi, kukin 13,0 kg, kulloinkin 15,6 1 sauruisen
kloroformimidran kanssa 30 min huoneenlimpdtilassa. Keuhkojen
poissuodattamisen jalkeen saatiin 10,5...11,5 1 kloroformiuu-
tetta. Nami 5 uutetta yhdistettiin, konsentroitiin rotaatio-
kierrdtyshaihduttimessa ja haihdutettiin kuiviin typpikaasun
alaisena. Raakasurfaktanttia saatiin 254 g. T&std 55 g sekoi-
tettiin 105 ml:n kanssa 96 % etanolia huoneenldmmdssd Ultra-
Turraxin avulla 5 min. Limpdtila kohosi t&dll&in 62 OC:een.
Liukenematon jiiannds suodatettiin pois ja kirkas etanoliuute
konsentroitiin rotaatiokierridtyshaihduttimessa ja liuotin
poistettiin kokonaan typpikaasun alaisena. Puhdasta surfak-

tanttia saatiin 11,9 g.

Esimerkki 7

12,0 kg:sta keuhkojauhetta, joka valmistettiin vastaten esi-
merkkiid 1, saatiin 15,0 l:n suuruisen kloroformimdadran kanssa
suoritetun 30 min. huoneenldmpdisen sekoituksen jélkeen 10,2 1
uutetta. Liuottimen poiston jdlkeen jdi jdljelle 50,24 g raa-

kasur faktanttia.



17 81261

20 g t&td surfaktanttia sekoitettiin 80 ml:n suuruisen etano-
limddrdan kanssa 5 min -10 ©C:ssa. Esimerkkid 6 vastaavan ka-

sittelyn mukaisesti saatiin 3,89 g puhdasta surfaktanttia.

Esimerkki 8

16,0 kg:sta keuhkojauhetta, joka valmistettiin esimerkin 6
mukaisesti, saatiin 18,2 1 suuruisen kloroformimddrdn kanssa
tapahtuneen huoneenlédmpdisen 30 min. sekoituksen jdlkeen 14 1
uutetta. Liuottimen poistamisen jdlkeen jdi jaljelle 63,1 g
raakasurfaktanttia. 26 g tdtd raakasurfaktanttia sekoitettiin
80 ml suuruisen etanolimddrn kanssa 5 min. ajan 15...20 ©C:
ssa. Esimerkkii 6 vastaavan kasittelyn mukaisesti saatiin 8,45

g puhdasta surfaktanttia.

Esimerkki 9

125,0 kg:sta keuhkojauhetta, joka valmistettiin esimerkin 6
mukaisesti, saatiin eridkohtaisten yhteensd 150 1l:lla klorofor-
mia suoritettujen huoneenlimpdisten 30 min sekoitusten jdlkeen
102,6 1 uutetta. Liuottimen poiston jdlkeen jdi jdljelle 520 g

raakasur faktanttia.

500 g tatd raakasurfaktanttia sekoitettiin 1500 ml suuruisen
etanolimiirin kanssa 15 min ajan 10...20 ©C:ssa. Saatu uute
kdisiteltiin esimerkin 6 mukaisesti. Puhdasta surfaktanttia

saatiin 198 g.

Esimerkki 10

150 g:sta esimerkin 9 puhdasta surfaktanttia saostettiin, kun
aine oli liuotettu 320 ml:aan kloroformia ja jddhdytetty 0
OC:een, lisiim&alld 960 ml syvijdshdytettyd asetonia (-20 ©¢)
fosfolipidifraktio. Saostuma suodatettiin pois 3 h seisotus-
ajan jdlkeen, saostettiin ja kuivattiin. Fosfolipidifraktiota

saatiin 97,0 g.
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12 g tatd fosfolipidifraktiota ja 12 g esimerkin 9 puhdasta
surfaktanttia emulgoitiin yhdessd ja niistd valmistettiin

farmaseuttinen aine esimerkin 24 mukaisesti.

Esimerkki 11

39,4 g esimerkin 8 raakasurfaktanttia sekoitettiin 117,6 ml
suuruisen metanolimiddridan kanssa 15 min. ajan 28...34 OC:ssa.
Esimerkin 6 mukaisen kdsittelyn jdlkeen saatiin 13,83 g puh-

dasta surfaktanttia.

Esimerkki 12

196,0 kg:sta keuhkojauhetta saatiin esimerkissd 6 kuvatulla
menetelmidlld 723 g raakasurfaktanttia. 603 g raakasurfaktant-
tia sekoitettiin 1809 ml suuruisen etanolimddrdn kanssa 15
min. 15...20 ©C:ssa. Etanoliuutteesta saatiin liuottimen pois-
ton jdlkeen 240 g puhdasta surfaktanttia. Jdljelle jdi 365 g

suuruinen etanoliin liukenematon jdannos.

Esimerkki 13

Esimerkin 12 365 g suuruinen jddnnds sekoitettiin uudestaan
1200 ml:n suuruisen etanolimididridn kanssa samoissa olosuhteis-
sa. Uutteesta saatiin vield 59 g puhdasta surfaktanttia. Jal-

jelle jidi 314 g suuruinen etanoliin liukenematon jdannds.

Esimerkki 14

40 g esimerkin 13 puhdasta surfaktanttia liuotettiin 100 ml:
aan kloroformia ja liuos jaahdytettiin 8 ©C:een. Tdstid liuok-
sesta saostettiin fosfolipidifraktio lisddm&lld 300 ml syvad-
jadhdytettyd asetonia. Sakka imettiin pois ja kuivattiin.
Fosfolipidifraktiota saatiin 16,9 g.
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Esimerkki 15

4,5 kg:sta tuoretta naudankeuhkoa poistettiin suuremmat veri-
suonet, henkitorven osat ja rasvakudos Jja keuhkot paloitel-
tiin. Keuhkokudoksen jauhaminen lihamyllyssd 4 mm reikidkiekol-
la seurasi keuhkonpalojen pesua, jossa poistettiin ennen muuta
niihin jddnyt veri. Nd3in saatua keuhkojaunetta ravisteltiin
intensiivisesti 500 g erissd kulloinkin 2,0 1 suuruisen sakka-
roosiliuoksen kanssa (114 g/l1) 10 min. ajan. Suodattamalla

muovisiivildlld ja sentrifugoimalla sen jdlkeen suodos 500
g:ssa ja 20 OC:ssa saatiin 15,4 1 vesiuutetta.

7,0 1 tdtd uutetta sekoitettiin 420 g suuruisen mddardn kanssa
piihappogeelid 60 min 20 ©C:ssa pylviaskromatografiaa varten.
16 tunnin 4 ©OC:isen seisotusajan jidlkeen kirkas pintakerros
juoksutettiin pois ja hyldttiin. Piihappogeeli, jossa oli
adsorboitu surfaktantti, pestiin lopun pintakerroksen poisime-
misen jdlkeen G 2 -sintterin pddlld 1 l:1la tislattua vettd.
Surfaktantin eluointi tapahtui 1,5 1l:1la kloroformi-metanoli-
seosta (2:1). Kloroformifaasi erotettiin ja haihdutettiin
kuivaksi typpikaasun alaisena. Tulokseksi saatiin 515 mg ai-

netta.

Esimerkki 16

8,4 1 esimerkissd 15 kuvattua vesiuutetta sekoitettiin 500 g
suuruisen FlorisilR-misrin kanssa 30 min, 20 ©C:ssa. 16 tunnin
4 9C:isen seisotusajan jilkeen kirkas pintakerros juoksutet-
tiin pois ja hyldattiin. Jatkokdsittely seurasi, kuten esimer-

kissd 15 on kuvattu. Ndin saatiin 600 mg ainetta.

Esimerkki 17

2,5 kg keuhkojauhetta, valmistettu kuten esimerkissd 15 on
kuvattu, kylmdkuivattiin ja 3-viikkoisen kylmdvarastoinnin

jdlkeen muokattiin vesiuutteeksi samoin kuin esimerkissid 15 on
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kuvattu. Keuhkolyofilisaatti lisdttiin t&dlldin sen alkuperdai-
sen tuorepainon mukaisesti. Esimerkistd 15 poiketen uuttoai-

neena toimi glukoosiliuos (55 g/1).

7,1 1 vesiuutetta sekoitettiin 420 g suuruisen piihappogeeli-
mddrin kanssa 60 min 20 ©C:ssa pylvidskromatografiaa varten.
Esimerkissd 15 esitettyjen varianttien mukaisen adsorbaatin

kdsittelyn jidlkeen saatiin 310 mg ainetta.

Esimerkki 18

36,0 kg tuoretta naudankeuhkoa muokattiin, kuten on kuvattuna
esimerkissid 1, keuhkojauheeksi. Kutakin 500 g:aa tatd jauhet-
tua keuhkoa sekoitettiin kulloinkin 2,0 1 kanssa isotonista
natriumkloridiliuosta 60 min 20 ©C:ssa intenéiivisesti. Dede-
ronharsokankaan lapi tapahtuneen suodatuksen ja suodoksen 500
g:saa ja 20 OC:ssa tapahtuneen sentrifuoginnin jdlkeen saatiin
120 1 vesiuutetta.

Kutakin 30 1 uutetta sekoitettiin 2,5 kg suuruisen FlorisilR-
miiridn kanssa 60 min 20 ©C:ssa. Adsorptioaineen asetuttua
pintakerros (kulloinkin 26...28 1) dekantoitiin pois ja sekoi-
tettiin uudestaan 2,0 kg suuruisen FlorisilR-misrin kanssa 60
min 20 OC:ssa. Yksittdiset Florisil-adsorbaatit pestiin kul-

loinkin 5 1l:1la tislattua vettd ja eluoitiin kulloinkin 6,4

1:1la kloroformi-metanoli-seosta (2:1).

Kloroformifaasit yhdistettiin ja typpikaasun alaisen haihdu-

tuksen jidlkeen saatiin 12,2 g ainetta.

Esimerkki 19

9,35 kg:sta tuoretta naudankeuhkoa saatiin esimerkin 15 mukai-
sesti intensiivisesti sekoittamalla 500 g erisséd kulloinkin
2,0 1 suuruisen maaran kanssa isotonista natriumkloridiliuosta
20 OC:ssa 31,7 1 vesiuutetta, 23,0 1 tdtd uutetta sekoitettiin
1,5 kg suuruisen FlorisilR-pmsisrdn kanssa 60 min 20 “C:ssa.

Pintakerroksen erottamisen jilkeen surfaktanttipitoinen Flori-
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silR jJaettiin kahteen yhtd suureen erddn. Toinen puoli pes-
tiin 4 l:1la vesijohtovettd, toinen 3 1l:1la asetonia. Kumpikin
osa eluoitiin sen jadlkeen 2 l:1la kloroformi-metanoli-seosta
(2:1), kloroformifaasit erotettiin ja haihdutettiin kuiviin
typpikaasun alaisena. Vedelld pesty adsorbaatti tuotti 1,0 g,

asetonilla pesty adsorbaatti 0,62 g ainetta.

Esimerkki 20

8,0 1 esimerkissd 19 saatua uutetta sekoitettiin 1,2 kg suu-
ruisen mddrdn kanssa piihappogeelid 60 min 20 ©C:ssa. Pinta-
kerroksen erottamisen jdlkeen surfaktanttipitoinen piihappo-
geell pestiin 4 l:1la vesijohtovettd ja eluoitiin 2 1l:1lla
dikloorimetaani-metanoliseosta (2:1). Kuiviin haihdutettu

dikloorimetaanifaasi tuotti 422 mg ainetta.

Esimerkki 21

9,0 l:sta vesiuutetta, joka valmistettiin, kuten esimerkissi
19 on kuvattu, saatiin, kun se oli sekoitettu 2 kg suuruisen
piimaam&ddardn kanssa, adsorbantti pesty 10 1l:1la vesijohtovetti
ja surfaktanttimateriaali eluoitu 60 minuutin pituisella se-
koituksella 2,8 l:ssa kloroformi-metanoliseosta (2:1), 600 ml
kloroformifaasia. Tdmd haihdutettiin kuiviin typpikaasun alai-

sena ja tuotto oli 1,3 g ainetta.

Esimerkki 22

3,0 l:sta vesiuutetta, joka oli valmistettu, kuten esimerkissi
lp on kuvattu, saatiin, kun sitd oli sekoitettu 0,68 kg suu-
ruisen ja esimerkissd 19 jo kdytetyn ja 2N NaOH-kdsittelylli
regeneroidun piihappogeelimiidrdn kanssa ja adsorbantti pesty 2
l:1la asetonia ja surfaktanttimateriaali eluoitu 60 minuutin
pituisella sekoituksella 1000 ml:ssa kloroformi-metanoli-seos-
ta, 960 ml kloroformifaasia. Tdmd haihdutettiin kuiviin typpi-

kaasun alaisena ja tuotto oli 0,6 g ainetta.
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Esimerkki 23

9,0 kg keuhkojauhetta, joka oli valmistettu kuten esimerkissa
1 on kuvattu, wuutettiin 18:ssa 0,5 kg erdssa kulleoinkin 2,0
1:1la isotonista keittosuolaliuosta 10 minuutin voimakkaalla
ravistelulla ja keuhkoj&danndkset erotettiin muovisiivilalla ja
dederonharsokankaalla. Saadut 34 1 |uutetta kaadettiin 2,0
kg:lla Florisil:a taytettyyn pylvddseen (lapimitta 15 cm,
tayttokorkeus 25 cm). Sen jalkeen suoritettiin pesu 10,0 l:11a
tislattua vettad Jja vaikutusaine eluoitiin 7,5 l1:11a klorofor-

mi-metanoliseosta (2:1). ¥Yon yli jatkuneen seisotuksen jalkeen

voitiin eluaatin metanolifaasi imed& pois. Kloroformifaasi
haihdutettiin kuiviin vakuumissa. Surfaktanttia saatiin
2,65 g.

Esimerkki 24

20 g keksinndén mukaista vaikutusainetta (fosfolipidipitoisuus:
60,1 %) liuotettiin denaturoimattomaan etanoliin, es:isuodatet-
tiin G 4-sintterin kautta (p&allepantu lasikuitusuodatinpaperi
NK VIII) ja steriloitiin sen jalkeen sartorius-suodattimen SM
116-07 kautta. Steriilin liuoksen vakuumirotaatiohaihduttimes-
sa tapahtuneen konsentroinnin jalkeen liuvotinjéénteet poistet-
tiin johtamalla steriilid@ typpikaasua samanaikaisesti imetta-
essa tyhjid astiaan. Nain saatu steriili aine emulgoitiin 180
ml:1lla steriilid vetta Ultra-Turraxin avulla ja emulsio tay-
tettiin 25 ml:n pyOredreunaisiin pulloihin (Rollrandflasche)
niin, etta 17 pulloa sisdlsi kukin 400 mg fosfolipidia. 3
paivan pituisen - 50 c: isen jaadytyksen jalkeen kocendytteet
kylmadkuivattiin vastalammityksen ollessa asetettuna maksimi 20
c: een. Kylmdkuivatuksen 3jédlkeen pullot suljettiin pistotul-
pilla (Durchstechstopfen) B 180 ja Alu-capsolut-sulkimilla.

Esimerkki 25

5,0 g keksinnén mukaista vaikutusainetta (fosfolipidipitoi-
suus: 56,8 %) liuotettiin 50,0 ml: aan kloroformia (2. Arznei-

buch der DDR), esisuodatettiin lasikuitusuodatinpaperin (ker-
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rospaksuus 1,80 mm) ja suodatinpaperin kautta sekd sen jdlkeen
steriilisuodatettiin selluloosasteriilisuodattimen (0,2 um
huokosldpimitta, 90 um kerrospaksuus) ja p&aalla olevan lasi-
kuituesisuodattimen (kerrospaksuus 450 um) kautta. Steriilin
liuoksen vakuumirotaatiohaihduttimessa tapahtuneen konsen-
troinnin jalkeen liuotinjdadnndkset poistettiin johtamalla
steriilid typpikaasua samanaikaisesti imettdessid tyhjid asti-
aan. Ndin saatu steriili aine emulgoitiin 40,0 ml:lla sterii-
lid vettd Ultra-Turraxin avulla ja emulsio tdytettiin 25 ml
pyOredreunaisiin pulloihin (Rollrandflasche) niin, ettada 7
pulloa sisdlsivdt 400 mg fosfolipidid. Kolmen pdividn pituisen
- 50 c:isen jaadytyksen 3jalkeen koenaytteet kylmakuivattiin
vastalammityksen ollessa asetettuna maksimi 20 c:een. Kylma-
kuivauksen jédlkeen pullot suljettiin pistotulpilla (Durchstech-
stopfen) S 180 ja Alu-capsolut-sulkimilla.
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Patenttivaatimukset

1. Menetelmd surfaktanttipuutteen aiheuttaman hengenahdistus-
oireiston hoitamiseksi tarkoitetun, fosfolipidid, proteiinia,
kolesterolia ja neutraalilipidid sis&ltévan farmaseuttisen
aineen valmistamiseksi, tunnettu siitd, ettd jauhettu
keuhko tai vesipohjainen, isotonisella elektrolyyttiliuoksella

tai mono- tai disakkaridien liuoksilla valmistettu keuhkouute

a) uutetaan kloroformilla, dikloorimetaanilla, tetrakloori-
metaanilla tai petroolieetterilld, wuute puhdistetaan liukene-
mattomista aineosista, lipidiliuotin poistetaan, suoritetaan
uuttaminen vesiliukoisella alkoholilla, wuute puhdistetaan
alkoholiin liukenemattomista aineosista, alkoholi poistetaan
ja puhdistettu vaikutusaine mahdollisesti fosfolipidifraktion
lisadyksen jalkeen saatetaan hengitysteiden kautta tapahtuvaan
annostukseen sopivaan muotoon, tai

b) kuten ylld valmistetusta keuhkouutteesta erotetaan solu-
jaanndkset sentrifugoimalla alhaisissa g-arvoissa, sen jalkeen
uute saatetaan vyvhteyteen liukenemattoman adsorbenssin kanssa,
pestdin vedelld tai asetonilla, vaikutusaine vapautetaan siité
metanolin ja kloroformin muodostamalla liuotinseoksella, vai-
kutusainepitoinen liuos haihdutetaan kXuiviin edullisesti
vakuumissa 3ja vaikutusaine saatetaan hengitysteiden kautta
tapahtuvaan annostukseen sopivaan muotoon,

siten, ettd saadaan aine, Jjonka fosfolipidipitcisuus on
40...70 %, proteiinipitoisuus on < 1,5 %, edullisesti 0,5...1
%, kolesterolipitoisuus on 10...40 % ja neutraslilipidien
pitoisuus on 5...30 %.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, t unne ttu
siitd, ettd kaytetdaadn vesipohjaista keuhkouutetta, Jjoka on
valmistettu sekoittamalla jauhettua keuhkoa 2...10-kertaisen
painomaadridn kanssa isotonista keittosuolaliuosta tai mono- tai

disakkaridien liuoksia.
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3. Patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukainen menetelmd, t u n -
nettu siitd ettd kg:aa 3jauhettua keuhkoa kohti kdytetdan
0,5...10 1, edullisesti 1,5 1 lipidiliuotinta, tai vesipoh-
jaista keuhkouutetta uutetaan 0,1...2-kertaisella tilavuudella
lipidinliuotinta.

4. Patenttivaatimuksen 1 kohdan a) mukainen menetelmi,
tunnettu siitd, ettd uutto vesiliukoisella alkoholilla

toistetaan.

5. Patenttivaatimuksen 1 kohdan a) tai 4 mukainen menetelms,
tunnettu siitd, ettd vesiliukoisena alkoholina kédyte-
tadan edullisesti etanolia ja/tai metanolia, ja ettd uuttolam-
pétila on - 20°C:n ja + 60°C:n valilld, edullisesti 10 ja
30°C: n valilla.

6. Patenttivaatimuksen 1 kohdan a), 4 tai 5 mukainen menetel -
md, tunnettu siitd, ettd raa’an vaikutusaineen uutto
suoritetaan suhteessa 1...30 ml alkoholia/g raakaa vaikutusai-
netta, edullisesti 2...20 ml/g.

7. Patenttivaatimuksen 1 kohdan a) mukainen menetelmi,
tunnettu siitd, ettd puhdistettu vaikutusaine sekoite-
taan mahdollisesti fosfolipidifraktion kanssa suhteessa
10:1...1:2, edullisesti 1:1, jolloin fosfolipidifraktio on
tuotettu 1liuottamalla 0,05...2 g vaatimuksen 1 kohdan a)
mukaisesti saatua vaikutusainetta 1 ml: aan lipidiliuotinta ja
saostamalla se seuraavaksi asetonin avulla suhteessa
1:0,5...1: 10, edullisesti v&lilla 1:3...1:5.

8. Patenttivaatimuksen 7 mukainen menetelmd, t unnettu
siita, etta fosfolipidifraktion saostus suoritetaan
-20°C... +40°C: ssa, edullisesti 2...10°C:ssa.

9. Patenttivaatimuksen 1, kohdan b) mukainen menetelmi,
tunnettu siitd, ettd adsorbenssina kdytetaan aktivoi-
tua piihappogeeliéd tai magnesiumsilikaattia.
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10. Patenttivaatimuksen 1 kohdan b) tai 9 mukainen menetel-
md, tunnettu siitd, ettd vaikutusaineen poisliuvottami-
seen adsorbenssista kaytetddn liuvotinseosta, Jjoka koostuu
kloroformista ja metanolista suhteessa 2:1.

11. Menetelmd laakemuodon valmistamiseksi farmaseuttisesta
aineesta, jossa on 40...70 %$: n fosfolipidipitoisuus,
< 1,5 %:n, edullisesti 0,5...1,0 %:n proteiinipitoisuus,

10...40 %:n kolesterolipitoisuus ja neutraalilipidien pitoi-
suus 5..30 % ja joka sisaltaa 1...500 mg, edullisest: 70...150
mg vaikutusaineseosta ml:a fysiologista kantajanestetta kohti,
tunnettusiita, ettd vaikutusaineseos liuotetaan eta-
noliin tai kloroformiin, mahdollisesti puhdistetaan liukene-
mattomista aineosista, steriilisuodatetaan, ha:ihdutetaan
kuiviin vakuumissa, emulgoidaan tislatulla vedelld ja kylméd-

kuivataan.

Patentkrav

1. FOrfarande for framstdllning av ett farmaceutisk: preparat
f6r behandling av andningssyndrom som férorsakats av surfak-
tantbrist, vilket preparat innehaller fosfolipid, protein,
kolesterol och neutrallipid, k &@nnetecknat darav,
att finférdelad lunga eller ett vattenhaltigt lungextrakt, som
framstallts med isotoniska elektrolytldésningar eller 1Osningar
av mono- eller disackarider,

a) extraheras med kloroform, diklormetan, tetraklormstan eller
petroleumeter, extraktet befrias fradn oldsta bestindsdelar,
lipidldsningsmedlet avlagsnas, extraktion utfors med en
vattenldslig alkohol, extraktet befrias frdn de alkohololds-
liga bestandsdelarna, alkoholen avlégsnas och det renade verk-
samma amnet bringas efter en eventuell tillsats av en fosfo-
lipidfraktion i en form som &r lamplig for applikation via

andningsvdgarna, eller
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b) cellresterna separeras ur det som ovan erhdllna Jungextrak-
tet genom centrifugering vid 1laga g-tal, varefter extraktet
bringas i kontakt med en oldslig adsorbens, tvattas med vatten
eller aceton, det verksamma A&mnet frigérs dérur med en 16s-
ningsmedelsblandning av metanol och kloroform, l&sninen som
innehdller det verksamma &amnet intorkas fordelaktigt under
vakuum och bringas i en form som &r lamplig fSr applikation
via andningsvagarna,

84, att man erhdller ett &mne, vars fosfolipidhalt &r 40...70
%, proteinhalt &r < 1,5 %, foérdelaktigt 0,5...1 %, kolesterol-
halt &r 10...40 % och neutrallipidhalt &r 5... 30 %.

2. FoOrfarande enligt patentkravet 1, k annetecknat
darav, att man anvander ett vattenhaltigt lungextrakt, som
framst&llts genom att blanda in finférdelad lunga med en
2...10-faldig viktmdngd av en isotonisk koksaltldsning eller

l8sningar av mono- eller disackarider.

3. Foérfarande enligt patentkravet 1 eller 2, k& nne -
tecknat ddrav, att man per kg finfdérdelad lunga anvan-
der 0,5...10 1, foérdelaktigt 1,5 1 lipidld&sningsmedel, eller
att det vattenhaltiga lungextraktet extraheras med en 0,1...2-
faldig volym av lipidl&sningsmedel.

4. Forfarande enligt patentkravet 1 punkt a), Xk 4 nn e
tecknat dirav, att extraktionen med den vattenlésliga
alkoholen upprepas.

5. Férfarande enligt patentkravet 1 punkt a) eller 4, k & n -
netecknat darav, att man som vattenl®slig alkohol
anviander foretradesvis etanol och/eller metanol och att
extraktionstemperaturen &r mellan - 20°C och + 60°C, férdel-
aktigt mellan 10 och 30°C.

6. Férfarande enligt patentkravet 1 punkt a), 4 eller 5
kannetecknat darav, att extraktionen av det raa
verksamma dmnet utférs i forhadllandet 1...30 ml alkohol/g ratt
verksamt &mne, fordelaktigt 2...20 ml/q.
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7. Férfarande enligt patentkravet 1 punkt a), k@ nne

tecknat darav, att det renade verksamma &mnet
eventuellt blandas med en fosfolipidfraktion i férhallandet
10:1...1:2, fordelaktigt 1: 1, varvid fosfolipidfraktionen
framstillts genom att 16sa 0,05...2 g av det enligt patent-
kravet 1 punkt a) erhallna verksamma &mnet i 1 ml av lipid-
18sningsmedel och darefter utfdlla detsamma med aceton i for-
hallandet 1:0,5...1:10, fédelaktigt 1:3...1:5.

8 Fo&rfarande enligt patentkravet 7, k @nnetec knat
darav, att wutfdllningen av fosfolipidfraktionen utfdérs vid
-20°C...+40°C, foérdelaktigt 2...10°C.

9. Férfarande enligt patentkravet 1, punkt b), k adanne -
t ec knat diarav, att man som adsorbens anvander aktiverad

kiselsyragel eller magnesiumsilikat.

10. Férfarande enligt patentkravet 1 punkt b) eller 9, kan -
netecknat darav, att man f6r 16sande av det verksamma
imnet ur adsorbensen anvander en 18sningsmedelsblandning av

kloroform och metanol i fdrhallandet 2: 1.

11. Férfarande foér framstdllning av en lakemedelsform av ett
farmaceutiskt medel som har en 40...70-procentig fosfolipid-
halt, en < 1,5-procentig, fordelaktigt 0,5...1,0-procentig
proteinhalt, en 10... 40-procentig kolesterolhalt och en
5...30-procentig neutrallipidhalt, och som innehdller 1...500
mg, fdérdelaktigt 70...150 mg av verksamt dmne per ml fysio-
logisk bararvatska, k Aannetecknat darav, att den
verksamma amnesblandningen léses i etanol eller kloroform,
eventuellt befrias fran olésliga bestandsdelar, sterilfiltre-
ras, intorkas i vakuum, emulgeras med destillerat vatten och

lyofiliseras.
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