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hennan A,
gsdr@ grome by tracheal instillation of surfactant: A randomized clinical trial. Pediatrics 76: 145-153
(1985)). Robertson hat Einzeldosen von 200 mg/kg relativ hochkonzentrierter Suspension von 80 mg/mi
verabreicht (Noack G, Bergren P, Curstedt T, Grossmann G, Herin P, Mortensson W, Nilsson R, Robertson

35 B, Severe neonatal respiratory distress syndrome treated with the isolated phospholipid fraction of natural
surfactant. Acta Paediatr Scand 76: 697-705 (1987)). Dies bedsutet die Gabe von 2,5 mlkg. Die h8chsten

V Konzentrationen verwendete Morley mit synthetischem Surfactant (Ten centre study group. Ten centre trial
™ of artificial surfactant (artificial lung expanding compound) in very premature babies. British Med J 294: 991-
996 (1987)). Hier wurden 100 mg/kg als 100 mg/ml Kristallsuspension gegeben. Allerdings waren bis zu 400

40 mg/kg in 24 Stunden notwendig. Relativ glinstige Verhiltnisse wurden mit sinem Surfactant aus einem
oberflichenaktiven Aggregat aus Phospholipiden, Neutrallipiden und Surfactant-assoziierten hydrophoben
Proteinen, gewonnen aus isoliertem, natUrlichem Surfactant aus Rinderlungen, im folgenden SF-RI |
genannt, erreicht. Es wurden 50 mg/kg als 40 mg/ml Suspension gegeben. Dies bedeutet eine Belastung
der Patienten mit einem Volumen von 1,2 mikg.

45 Transferiert man die Verhdlinisse auf die Therapie des Erwachsenen, so kbnnie eine Dosis von 200
mg/kg, gegeben als 40 mg/m! Suspension immerhin bedeuten, daB sinem Patienten von 70 kg Kérperge-
wicht 350 ml intratracheal instilliert werden miiBten. Diese Berechnung zeigt, daB es wiinschenswert ist, die
Konzentration des Surfactant mbglichst hoch zu wihlen. Begrenzt wird dieser Wunsch durch die hohe
Viskositdt von Surfactantsuspensionen {lber 60 mg/ml. Eine hohe Viskositit fiihrt zu Problemen bei der

s0 Applikation und Verieilung des Surfactant und filhit zum Anstieg der Atemwegsresistance. Roberison
emreichte 80 mg/ml, imdem er aus einem aus Schweinelungen gewonnenen Surfactant die Neutrallipide
abtrennte (Noack G, Bergren P, Curstedt T, Grossmann G, Herin P, Mortensson W, Nilsson R, Robertson B,
Severe neonatal respiratory distress syndrome treated with the isolated phospholipid fraction of natural
surfactant. Acta Paediatr Scand 76: 697-705 (1987)). Morley verwendete 100 mg/ml Kristallit-Suspension

s5 von synthetischen Lipiden. British Med J 294: 991-996 (1987)). Er erkaufte die hohe Konzentration mit dem
Zwang zur Verwendung eisgekihlter Suspendiermittel.
Uberraschenderweise wurde nun gefunden, daB auch bei Surfactant-Einwaagen von >60 mg/ml und
Lagerung bei Raumtemperatur Uber Stunden die Viskositét der Suspensionen unter 30 mPas bleibt, sofern
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— 30 nachtriglich in organischen L&sungen mit den fehlenden Ca?* bzw. Mg?*-lonen beladen werden. Dies
geschieht z. B. durch Zugabe von CaClz, weiches in Methanol geldst ist. Generell 148t sich sagen, daB sich
alle bekannten Trockenlipide mit Ca?* und/oder Mg?*-lonen beladen und zu Suspensionen mit geringer
Viskositét verarbeiten lassen.

Die Calcium- und Magnesiumionen werden in Form [dslicher Calcium- und Magnesiumsalze zugeflhrt.

35 Man verwendet hierzu vorzugsweise Calciumchlorid bzw. Magnesiumchlorid; man kann aber auch andere

physiologisch vertrégliche, wasserl8sliche Calcium- und/oder Magnesiumsalze hierzu verwenden, so z. B.

C Calcium- oder Magnesiumsuifat, Calciumnitrat, Calciumlactat, Calciumsorbat, Caliciumascorbat, Calciumglu-

\— conat, Calciumlactogluconat, Magnesiumhydrogencitrat, Magnesiumdihydrogenglutamat, Magnesiumcitrat.

Die Herstellung des Surfactant-Materials als Ausgangsprodukt fir die niedrig-viskosen, hochkonzentrier-

40 ten Surfactant-Suspensionen erfolgt in Anlehnung an die von Yu et al. (Lipids 18: 522-529 (1983))

beschriesbene Methode. Eine wesentliche Abweichung von dieser Methods ist die Verwendung von Calcium-

bzw. Magnesium-haltigen L&sungsmitieln oder Suspendiermiitsin wihrend des ganzen Prozesses. Rinder-

lungen werden mit einer Kochsalzlbsung, die 3 mmol/l Ca®* und/oder Mg?*-lonen enthilt, ausgewaschen.

Die Abzentrifugation des Surfactanis erfolgt aus einer Losung, die 6 bis 12 mmol Ca?* und/oder Mg2*-

45 lonen, vorzugsweise Ca2*-lonen, enthdit. Die Aufreingiung Uber eine Dichtegradientenzenirifugation mit

Glucose bei einer Dichte zwischen 1,05 und 1,15 g/ml erfolgt wiederum in Gegenwart von 3 bis 8 mmol/

Ca?* und/oder Mg?*-lonen. Der Aufreinigung schliet sich eine Reinigung durch Verteilung im System

Chloroform-Methanol-Wasser nach Bligh und Dyer (vgl. Can. J. Biochem. Physiol. 37: 911-917 (1959)) unter

Verwendung einer wiBrigen Phase mit 3 bis 10 mmold Ca?* und/oder Mg?*-lonen, vorzugsweise 8 mmol/,

s0 an. Die organische Phase wird anschlieBend bei Raumtemperatur im Vakuum eingedampft und der

Rilckstand getrocknet und schlieSlich zerkleinert. Alternativ kann die organische Phase auch gefriergetrock-

net werden. In jedem Fall ist das gewonnene Produkt liber lingere Zeit (mindestens 3 Jahre bei

Kuhischranktemperatur) lagerstabil. Das so erhaliene feinpulvrige trockene Lipid wird in einer wiBrigen

L3sung, die die erfindungsgem#Ben Mengen an Kochsalz und an Ca?* und/oder Mg2*-Salzen enthilt, durch

s5 kriftiges Schiifteln bis zur Erreichung der gewiinschien Lipidkonzentration suspendiert. Auch eine so

erhaltene Suspension ist flir einige Tage Kihlschranktemperaturen lagerfihig und kann bei Bedarf intratra-
cheal appliziert werden.



the adnjnistration and distribution of the surfactant and causes an

i nErease in the resi stance of the TS rey tract. Robertson achi eved a

| BYel sof 80 mg/rrf by separatl ng the neé #% pids froma surfactant
obtained frompig lungs (Noack G Bergren P, Curstedt T, Grossnmann G Herin
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anbi ent t enp&iadierUatecsachuhgen pruefsadieses inpuivrige drockane; &ipid Gh aviBrigem hédungeatrait urferc h
a surf act asrhiediighqne@ebpiton ag (lalsiumchioridxnd iblatriuragioridi imndrepulianyassercduech Juiftigas BéhGtteln
resi st ancesusentging Dieciqnpantsation ger (Spspensioncneiag pwischencB0wed 950asnl. sur f act ant

cont ent 2‘~iand P@ Yiekssitat dipep uspensiopanawusde nagh Lagewing:bal Reyrelprapapatyrin bestimmtop Loitpp-

t he respirhpifiap Mt dtife eingsKapillandskasimetars esfimmtofs Handelhsich |hiephal 1 Aips mogifidiertes, o

sur f act ant aﬁlé{ﬁwﬂ@sum |§c5?fuygﬁerb3)rep nlfep%{p?lge ng%_'Wq"%'lﬁt eal in Wiener Medizinische Wochen-
rift suppl. 33: 7-12 (1975) und von Weiler in Viskosimetrie inhomogener Filssigkeiten, Dustri Verlag

U Minchen, pp 21-41. Es wird nachfolgend kurz eridiutert. Die in einer Injektionsspritze befindliche Probe wird
30 mit definierter konstanter Geschwindigkeit durch eine MeBkapillare gedrlickt. Auch Inhomogenitéten sind
feststsllbar. Die Schergeschwindigkeit ist bekannt und konstant. Die Kalibration erfolgt mit Eich&len. Der

Druck vor der Kapillare ist ein MaB fUr die Viskositéit und wird mit einem Schreiber fortlaufend registriert.

Gegen Ende des Untersuchungszeitraumes wurden einige Suspensionen durch Einirag von Ultraschal-
lenergie auch in Vesikelsuspensionen umgewandelt (Branson-Uliraschallgerst, Mikrospitze, 20 Watt, 2

85 min/ml, Kihlung mit Eiswasser).

Ebenfalls untersucht wurden Suspensionen, die durch Aufschiitteln von gefriergetrockneten Lsungen

U oder Vesikel-Dispersionen hergestellt worden waren. Hierzu wurde Surfactant soweit notwendig durch
; Eintrag von Ultraschallenergie in Ampullenwasser in Konzentrationen von ca. 40 mg/mi dispergiert oder, in
anderen geeigneten L&sungsmitteln, wie z. B. tert.-Butanol, in Konzentrationen von ca. 40 bis 250 mg/ml

40 geldst. Die Suspensionen bzw. Losungen wurden anschlieBend gefriergetrocknet. Der sich bildende Kuchen
wurde zerstoBen und das resultierende Pulver weiter verarbeitst.

Auch Varianten des Herstellungsprozesses flir SF-RI | wurden in die Untersuchungen einbezogen. Die
Surfactantcharge B (siehe Tabelle 1) wurde ohne Zusatz von Calciumchiorid in den Auswasch- und
Reinigungsmedien hergestelit.

45 Die Bestimmung von Calcium erfolgte durch Atomabsorptionsphotometrie nach Verbrennung geeigneter
verdiinnter Suspensionen von Surfactant in einer Acetylenflamme bei etwa 3000 ° C (Zeiss FL6). Bei diesen
Temperaturen wird auch in einer Proteinmatrix gebundenes Calcium freigesetzt und richtig erfaBt.

Die Bestimmung der relativen Wirksamkeit der Surfactant-Suspensionen an unreifen Kaninchenfeten
erfolgte {iber den Vergleich mit einem Bezugsstandard. Dabei wird fir die zu prliifende Charge und flir den

50 Bezugstandard je eine Dosis-Wirkungs-Kurve mit 3 Dosierungen erstelit (vgl. Figur 2). Mit Hilfe allgemein
bekannter statistischer Kriterien (Kovarianzanalyse) wurde nachgewiesen, daB die erfindungsgeméBe hoch-
konzentrierte Suspenion mit Ca2*-lonen von der niedrigkonzentrierten Vesikel-Dispersion bei gleicher
Dosierung in ihrer Wirkung nicht signifikant verschieden war.
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“in_high doses w thout overl odding the lungs with water or causing any ot her
nggative effects, e.g. as a resulépgfmﬁ%éaﬁrease in viscosity. \Wereas the
sur f act ant suspensi ons known hitherto have been highly viscous even with a
concentration of 60 ng of surfactant per m, it is now possible, using the
pr ocedur Ergebrisse dhdDiskuesidne | nvention, to prepare suspensions with
concentrations of 200 ng/m; for therapeutic use surfactant concentrations
of 150 ng/ nber Chicismgghatheprésentativer Giargen eanl SKFRIY iskin iTalwlle tyiedengegebeanpl e.
Surfactant suspensions of |ower viscosity can easily be obtained, if
desire#l, by diluting the suspensions according to the invention with
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Vi scosity suspensions.g #he callci um and magnesi um i Qns agregsuﬁpj ied in the
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Die Ergebnisse zeigen, daB alle Chargen, die dem geschilderten Produktionsverfahren entsprechen,
Gehalte an gebundenem Calcium von mehr als 40 mmol/mol lipidextrahierbaren Phosphats enthalten. Die



starting product for the | ow viscosity, highly concentrated surfactant
s,l{spen5| ons is prepared in accordagéf‘?b%gﬁ%kge nmet hod descri bed by Yu et
at. (Lipids 18: ‘522-529 (1983)) deviation fromthis method
is the use of solvents or suspending agents which contain cal cium or

magnesi um dnRd Sugb B chififin SitbdaftBitdd 945?%55(3) etk hiRgdgb B 18 nfnoRSING8 lidyt ari ilah @
- saline sol abdiNpubMithiad Word 08 OdidRImidhalRl in [Rirdhlertéih Guitiondle’! lrfactartNdie 18 Mnol/mol
sur f act antnidné us&sthieltdnU (Yasero MU, Mserﬁayar FO Chitiird NnteyBdtions HOFUNInay Sarfdctant] Bidehml / |
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(her ei naf trpolj @a@pl sy LPgpngg Diege. Mpnaulty hohe Ca-Gehalte im Suspendiermittel vorzusehen, ist im
Ergebnis weniger glinstig und bei vorgesehener in vivo Anwendung nicht anwendbar, weil unphysiologisch
N

30 hohe Ca-Konzentrationen im Suspendiermittel zur Anwendung kommen, die eine Bronchokonstrikiion
ausldsen k&nnen.

. Die Ergebnisse zeigen, daB Uberraschenderweise flir die Erzielung hochkonzentrierter und trotzdem
gering visk&ser Surfactant-Suspensionen drei Faktoren unentbehrlich sind: Das verwendete Surfactant-
Lipid/Protein-Préparat mu8 einen hohen Gehalt an gebundenem Calcium aufweisen, vorzugsweise mehr als

35 25 mmol/mol organisch extrahierbarer Phospholipide. Das Suspendiermittel muB sowohl NaCl als auch
CaCl; geltist enthalten, vorzugsweise in siner Konzentration von 75 mmolA, bzw. 3 mmoll. Die Untersu-
\/ chungen in Tabelle 1 zeigen, daB bei Fehlen auch nur einer dieser Faktoren die Viskositét der Suspensio-
nen bei Raumtemperatur nach kurzer Zeit drastisch anstieg. Bei Einhaltung aller drei Faktoren jedoch
konnte selbst aus einem Vesikel-Lyophilisat ein niedrigviskdses Surfactant von hoher Konzentration hergs-
40 stellt werden, das auch bei Raumtemperatur mehr als 12 Stunden stabil war. Diese Art von Surfactantsu-
spension ist flir therapeutische Anwendungen geeignet. Die Figur 1 zeigt nochmals den Verlauf der
Viskositét einer Suspension mit 150 mg Surfactant pro ml in Abhingigkeit der Ca2*-Konzentration gebunden
an Surfactant und gel8st im Suspendiermitiel mit und ohne Kochsalzzusatz.
Die atemphysiologische Wirksamkeit von Surfactant kann an unreifen Kaninchenfeten untersucht wer-
45 den (Robertson B, Lachmann B. Experimental evaluation of surfactants for replacement therapy. Experimen-
tal Lung Research 14, 279-310 (1988)). Nur nach Substitution mit Surfactant kSnnen diese lungenunreifen
Tiere beatmet werden. Durch direkten Vergleich aweier Chargen an Tieren derselben Wurfe wird die relative
Potenz bestimmt, das ist die Menge, die die gleiche Wirksamkeit besitzt. In diesem tierexperimentellen
Modell zeigte sich, daB der Calciumzusatz im Konzentrationsbereich von 3 mmoll im Suspendiermittel auf
50 die Wirksamkeit keinen EinfluB hatte (Figur 2). Die relative Potenz war nicht veréndert.
In der Figur 1 zeigen die einzelnen Kurven den Verlauf der Viskosititsinderung [mPas] in der Zeit
Minuten. Hierbei gehdren die einzelnen Kurven zu folgenden Versuchsreihen:
-a- hoch konzentr. gebundenes Ca?*, Suspensionsmedium enthélt 3 mmol Ca?*, jedoch kein NaCl
-+ hoch konzentr. gebundenes Ca?*, Suspensionsmedium enth#lt 76 mmol NaCl, jedoch kein Ca2*
85 -o- hoch konzentr. gebundenes Ca?*, Suspensionsmedium enthélt 1 mmol Ca2* und 75 mmol NaCl

-~ hoch konzentr. gebundenes Ca?*, Suspensionsmedium enthélt 3 mmol Ca?* und 756 mmol NaCl

-= nieder konzentr. gebundenes Ca2*, Suspensionsmedium enthilt 3 mmol Ca?* und 75 mmol NaCl

—+ nieder konzentr. gebundenes Ca?*, Suspensionsmedium enthdit 12 mmol Ca?* mit 75 mmol NaCl
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- period® EBR¥Luspensions were converted into vesicle suspensions by
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2,5 g des feinpulvrigen gesiebten Surfactants werden mit 7,5 ml Suspendiermittel (Kochsalzlésung)
35 versetzt, weiches 150 mmolAl Kochsalz und 3,5 mmoll Galciumchlorid enthélt. Die weitere Verarbeitung
erfolgt wie in Beispiel 1 beschrieben.

Patentansprliche
Patentanspriiche fiir folgende Vertragsstaaten : AT, BE, CH, DE, DK, FR, GB, IT, LI, LU, NL, SE
40
1. Verfahren zur Herstellung von Surfactant-Suspensionen zur Substitutionstherapie bei Atemwegserkran-
kungen, wobei Rinderlungen mit einer Kochsalzldsung ausgewaschen werden, dadurch gekennzeichnet,
daB
a) das Surfactant aus einer L&sung, die 6 bis 12 mmoll Ca?* und/oder Mg?*-lonen enthélt,
45 abzentrifugiert wird,
b.) eine erste Reinigung liber eine Dichtegradientenzentrifugation mit Glucose in Gegenwart von 3
bis 8 mmol/l Ca?* und/oder Mg2*-lonen erfolgt,
¢.) eine zweite Reinigung durch Verteilung im System organisches Ldsungsmittel-Alkohol-Wasser
unter Verwendung einer wiBrigen Phase mit 3 bis 10 mmol/l Ca?* und/oder Mg2*-lonen vorgenom-
50 men wird,
d.) die organische Phase anschlieBend entfernt und der Rlckstand getrocknet und zerkieinert wird
und
8.) das so erhaltene feinpulverige trockene Lipid in einer wiBrigen L&sung, die mindestens 1 mmol/
Ca2* und/oder Mg2*-lonen und mindestens 33 mmol/l Kochsalz enthalt, suspendiert wird,
65 wobei auch bei Surfactant-Einwaagen von Uiber 60 mg/ml die Viskositat der Suspension unter 30 mPas
bleibt.



the use of ultrasound energy (Branson U trasound 6 appar '@ ro-ti |
20 Watts, 2 min/m, cooling wt Suspensi ons pr H Ipl 5
shaki ng freeze-dried sol utions BP (Vgog\l\%%i 1ai spersions were A ﬂ L I,," "IISII I*Il .
i nvestigated. Surfactant was dispersed in anmpoule water in concentrations

of about 4P HE lzeigt fasRF BRSEhHsdY int Rénzbitfatidilbeldich VB 8 WMbIERES R Yendimittel
di ssol \ugdgid MviREAREit BéliuhRidnCKaAMENSRIBIeS kSiknNEIRRE h&t! bie-deithg¥3&end Berade gibt die
concentvemkiriRias b6 fAbaBRMeit46h EacidRMonEl/did gesthiéhRit §oL3RMEI Gl B6i AndbishhaRVEn WET €
t hen f r3asm6er-Clri-IBbn (315 €aCiiwo Wik @it dif@6traReh 180die GéMdeedhe PRtedd fls dmZIigVGLthdn, NQ
powder dagbei piKPe Beamchgedyadk rreidit Witd, irbAbhHeyidkeit voB logfDokile process for preparing
SF- Rl | weis eachfolgenden Bbisplaalbaschréited dleeﬁmnuﬁmigbuemmngsmmanets;-bpeﬁsiérteee Tabl e
1) was prepared without the addition of calciumchloride to the irrigation
and cl deigpield nedi a. The cal ci um was neasured by atom c absorption
photonetry after suitable dilute suspensions of surfactant had been burned
in af aceYepwende wind pioSuffectamboles dpish Bt |a§§ Rindeglungs it prganisshand pgunggpitiine s
even capwmn %ﬂm&sp t%'et @Eva fﬁ‘ ﬁrﬂ‘?ﬁp I 'gen r*t%P '@@roéﬁcr/oa?emaatraéw"eﬂen
nmeasur &YAroPfq F'i/ Té’&'ﬁl wren
i mmat urd tt! r tve % f ’gsg
orp es ulv i n S
ot an,gaiin 4 % é % f‘ aéi?éﬁ : n@ T‘ﬁ §§S I.'ﬁféo zéitéh to
ttu rgv % fp rm jn q lier uﬁgl ly
k W” At Arﬁ&'n %fe' L Séz%s@ Bés feB
hi ghl'y z%ﬂr‘a fNohda oux%HSﬂﬁ‘é%?ﬂoﬁBrln&Pl?&nﬁ'dé\Jéh% ahé?ir}ﬁcrﬁﬁﬁi@ﬁ cﬂﬁ}nb&v
i nvent It&.nAm&- KirigiSt Giardeh,C2 .| durdhl 2dgB6e0én inanﬁxéimEEél&QJm kiRt 1R Wer
CONCANpb@tHneen mﬁgeczb Qe lirSdigdnstHam 13bungénittd], & B ASHoRSorm ReMsloh SuliB@ntdi scussi ons:
The cal ci 181y @esiordbchbbeheh) foipEVtigajosidtRen Suiadi@ss, 6der Sierldurch Geflierrbdkidihg ismesT abl e
1. n Ibrfigddbfnol oder Cyclohexan geldsten Surfactants gewonnenen Substanz werden mit 8,5 mi eines
Suspendiermittels, vorzugsweise Kochsalzlésung, versetzt, das 75 mmol/l Kochsalz und 3 mmolA Calcium-
chlorid enthilt, am besten in einer Injektionsflasche. Die Injoktionsflasche wird jetzt geschlitteit und das
26 Surfactant dadurch suspendiert. Die Suspension wird mit einer Injektionskanille GréB8e 1 (20 G) in einer
Injektionsspritze aufgezogen und anschlieBend durch eine Kantlile der Gri8s 18 (26 G) in die Injektionsfla-
sche zuriickgespritzt. Das Zurlickdriicken in die Injektionsflasche durch die diinne Kanille erfolgt nur aus
Sicherheitsgriinden; damit ist sichergestellt, daB die Suspension klumpenfrei ist. Die Applikation der
Suspension erfolgt beispielsweise Uber einen Nabelvenenkatheter in den Trachealtubus des beatmeten
s0 Patienten.

Beispiel 2

2,5 g des feinpulvrigen gesiebten Surfactants werden mit 7,5 ml Suspendiermittel (KochsalzlSsung)
35 versetzt, welches 150 mmoll Kochsalz und 3,5 mmol/l Calciumchlorid enthidlt. Die weitere Verarbeitung
erfolgt wie in Beispiel 1 beschrieben.

Patentanspriiche
Patentanspriiche fiir folgende Vertragsstaaten AT, BE, CH, DE, DK, FR, GB, IT, LI, LU, NL, SE

1. Verfahren zur Herstellung von Surfactant-Suspensionen zur Substitutionstherapie bei Atemwegserkran-
kungen, wobei Rinderlungen mit siner Kochsalzldsung ausgewaschen werden, dadurch gekennzeichnet,
daf

a.) das Surfactant aus einer L8sung, die 6 bis 12 mmoll Ca?* und/oder Mg?*-lonen enthilt,
45 abzentrifugiert wird,
b.) eine erste Reinigung Uber eine Dichtegradientenzentrifugation mit Glucose in Gegenwart von 3
bis 8 mmol/l Ca2* und/oder Mg?*-lonen erfolgt,
¢.) eine zweite Reinigung durch Verteilung im System organisches L&sungsmittel-Alkohol-Wasser
unter Verwendung einer wiBrigen Phase mit 3 bis 10 mmol/l Ca?* und/oder Mg2*-lonen vorgenom-
50 men wird,
d.) die organische Phase anschlieBend entfernt und der RUckstand getrocknet und zerkleinert wird
und
e.) das so erhaltene feinpulverige trockene Lipid in einer wéBrigen L8sung, die mindestens 1 mmolA
Ca?* und/oder Mg?*-lonen und mindestens 33 mmol/l Kochsalz enthalt, suspendiert wird,
55 wobei auch bei Surfactant-Einwaagen von liber 60 mg/ml die Viskositéit der Suspension unter 30 mPas
bleibt.
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a) das “verwendete Surfactant-Lipid/Protein einen Gehalt an an dieses gebundenen Calcium-
und/oder Magnesiumionen von mehr als 25 mmol/mol organisch extrahierbarer Phospholipide,
30 b.) das Suspendiermittel mindestens 1 mmol/l Calcium- und/oder Magnesiumionen und
¢.) gleichzeitig mindestens 33 mmolA Kochsalz enthilt,
wodurch auch bei Surfactant-Einwaagen von {lber 60 mg/ml die Viskositét der Suspension unter 30
mPas bleibt.
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a5 10. Surfactant-Suspension nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, daB8 das verwendete Surfactant-

Lipid/Protein einen Gehalt an gebundenen Calcium- und/oder Magnesiumionen von 40 bis 70 mmol/mol

\./ organisch exirahierbarer Phospholipide, das Suspensionsmittel 2,5 bis 3,5 mmol/l Calcium- und/oder
Magnesiumionen und 60 bis 150 mmol/l Natriumchlorid enth&lt.

40 11. Surfactant-Suspension nach Anspruch 9 und 10, dadurch gekennzeichnet, da8 das Suspendiermittel
Wasser 75 mmol/l Natriumchlorid enthlt.

12. Surfactant-Suspension nach Anspruch 9, 10 und 11, dadurch gekennzeichnet, da8 das Surfactant-Lipid-
Protein an dieses gebundene Ca?*-lonen und das Suspendiermittel Wasser Natriumchlorid und Calciu-
45 mionen enthilt.

Patentanspriiche flir folgende Vertragsstaaten : ES, GR

1. Verfahren zur Hersteliung von Surfactant-Suspensionen zur Substitutionstherapie bei Atemwegserkran-
50 kungen, wobei Rinderlungen mit einer Kochsalzl&sung ausgewaschen werden, dadurch gekennzeichnet,
daB
a.) das Surfactant aus einer Lasung, die 6 bis 12 mmoll Ca** und/oder Mg?*-lonen enthilt,
abzentrifugiert wird,
b.) eine erste Reinigung Uber eine Dichtegradientenzentrifugation mit Glucose in Gegenwart von 3
56 bis 8 mmol/i Ca?* und/oder Mg?*-lonen erfolgt,
c.) eine zweite Reinigung durch Verteilung im System organisches L&sungsmittel-Alkohol-Wasser
unter Verwendung einer wéBrigen Phase mit 3 bis 10 mmol/l Ca2* und/oder Mg2*-lonen vorgenom-
men wird,
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l'i pi d/ pr ote| Por Eﬁnf’" aslsﬁ{é{ ?Pﬂ@f"e'h‘ﬁ a hi gh content of bound cal ci um

pref er abl4y SHafire Bzﬁnsmllldagarc Q(f‘l‘l 18 Ss 9& A{r 'kgn%
The suspend 'Eg%}tg
therelﬁ prglstﬁl; Xdérﬁhﬁﬁ(i—{?ébg ;dogs 0 1\“’8 ol
respectively. The tests in Ta e 1 showthat |f onIy one of these factors
| s absents, t gtaiives WBtA)‘ns;QﬁchHh&hdﬁrH@%@rﬁ\b%ﬁetaJaﬂ BRI H) daS BRIGHISRhe /L Rurifsrnitel” | S€
dramét i cal | yyraf GétfierPockibAg bntletnf®ird uRPIVEBEHrtt o) tie Aubpehdiér@ify de8 toBilefendllisids erst

mRlt adoned, na%hb@dﬂrf\él'fﬁlgtOSI ty surfactant with a high concentration which
remai ns stable for nore than 12 hours even at anbient tenperature can be
pr epar ed 6ev¥erfafirso genaiid\Ansirah d, dadamplingdkbrmadichnet,[daB Sufagiant-Snépessionba gdringdrer Visko-
" suspensi on sidt dundht \elvilianeh gen imBshiitpal ethaitenensSuspensignan enit binarh & 8righn Sispénidiernaiial,v e
of the vi scwethey mifdestensut pemel] Ga° viindiadet S8g?trignant unsluglpichzeitig tmingiestens] 33 mmall
functian of Netfiunchielic gnthdt pehaltanwerdemn bound to surfactant and di ssol ved in
t he suspendmgﬁagent vgnth andq?\é\n tgout adtil‘gecrzl1 qs,églﬁt l’;\qeﬂygéa&ectiltc\éeness Or?];ra

I ul I asb% S|

sur fact arf or i m i gﬂB?r}ndaﬁt qn Sal l L(’SsJ?gaemgg‘sgl‘?de ture
rabbit foet {reod halt e Ziloyngypihdersn Saonja alkehalischer

s0 8. Verfahren zur Herstellung eines trockenes Lipids, dadurch gekennzeichnet, daB es gem&B den Schritten
a) bis d) des Anspruchs 1 hergestelit wird.

Claims
Claims for the following Contracting States : AT, BE, CH, DE, DK, FR, GB, IT, LI, LU, NL, SE
35
1. Process for preparing surfactant suspensions for replacement therapy in diseases of the respiratory
K./‘ tract, wherein cattle lungs are irrigated with a saline solution, characterised in that
a) the surfactant is centrifuged from a solution containing 6 to 12 mmol/| of Ca2*- and/or Mg2*-ions,
b) a first purification is carried out by means of density gradient centrifugation with glucose in the
40 presence of 3 to 8 mmol/l of Ca?*- and/or Mg?*-ions,
c) a second purification is carried out by distribution in a system comprising organic sol-
vent/alcohol/water using an aqueous phase with 3 to 10 mmol/l of Ca2*- and/or Mg?*-ions,
d) the organic phase is subsequently removed and the residue is dried and comminuted and
e) the finely powdered dry lipid thus obtained is suspended in an aqueous solution containing at
45 least 1 mmol/l of Ca2*- and/or Mg?*-ions and at least 33 mmol/l of common salt,
the viscosity of the suspension remaining below 30 mPas even with a surfactant content of more than
60 mg/ml.

2. Process according to claim 1, characterised in that the lavage liquid obtained by irrigation of cattle
80 lungs is adjusted to a content of 6 to 12 mmolA of Ca2+.

3. Process according to claim 1, characterised in that, in step c), the distribution in the system of
chioroform/methanol/water is carried out.

s5 4. Process according to claim 1, characterised in that, in step e), the finely powdered dry lipid is

suspended in an aqueous solution which contains 2.5 to 3.5 mmol/l of Ca2*- and/or Mg2*-ions and 60 to
150 mmol/l of sodium chioride.
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eval uation of surfactants for replacenent therapy. Experr

Research 14, 279-310 (1988)). Thes | ith i mmature ”mﬁ !
be.. ventilated after replacenent %n@%%ﬂh sur fact ant . yiﬁl mm”m
corrparison of two batches of aninmals fromthe same litter, the rel ath vé *
pot ency i s5.dekdbssl 4286kding toColairh NE ciikBiBlideli Yn WhH hstdpad®, b@@rg&rﬁé@ol@fttf i FdnhoVaNGRs -
I'n this ani NaleeRXBfig M8 Misklp oNEUEFEnsibr of YR IPitNnskes Piade dnlyes Astdssalyon of cal ci um
in a concentration of around 3 nmol/| in the suspendi ng agent had no effect
on t he dege.eePrabsscédcordiag o Climg U ehai@ddterisddan thel surfastant 3adpensivys \ob BwerNdstasiiy el

I n Figurse 1 tohiinedioli diluithgalispensione sbigied\n $iépos) etk ars@quedus sisperding lagapt which contains
viscosity [ naegsti mmlﬂrcécqzhﬁmd!ord@”-ior'ﬁmd attol samedinke atleast/3smmelll eftsedivro chidride.
foll ow ng series of tests: h‘rﬁlﬁ ghly concentrated bound [err],

. suspensi on7-nEceh asending tg slamp % in gt the, guripgiant 's[sé'Pﬁeﬂluenﬂvrﬁdg'PFPﬁym its Ca?*-
concent r at ed 2RIl }-eoptent by Shoaddition; cheaitsibarecfiin depheligispleions rmpl Nadl ~ but no
[err] [é"rr hlﬁ;dhl oncentrat ed boundm%err suspensi on nedium contains 1

mol [err] eﬂﬁej'" that it {Sprepatefl poggiding 4 5teps 4 'Qﬁl?fﬁa@lj"boujnd [err],
di .
concent ratP "‘?f fond et rpods s@fgq ob %@%'kﬁrsmhwearsa%%ﬁ?%r g b e it Frordomy

n’thal

75 mol -, a) BV GROESTT sQS ‘?r]oﬁlt 'of %H Q§d/ ']néaﬁéllulr#.f”% 0:]1)59& ns
12 mol err] 7 eg”“g f rg clum
in the concent BﬁEéQBpJnaiﬂ@ o cﬁéi‘uﬁp H\Qg Qh]éﬂ%&f%s no
ef fect on the gegeSarfs tind ohﬁiﬁ&é‘t Idabt arsmm/wfeom&?.%ﬁ oet uses.

nt fnuous | ip& SEMVE Whith 5 istBlily U theNsubpiisisdRfaiRS b6ibw @6InfHal rsv&.h\b.w duptSotant

st khe debiték dfiove 80 mgimkat es the situation in the presence of 3 nmmol of

[err] ions (in the formof [err]) per litre; the neasured potency is shown
as the tiddl Suddctantesuapdnsien @actoaling 3o Kidin 19¢ sirattatise0 Iin [thak $®Usudfackedit dpid/praweihi used Of
| og dose. ciiainsteozamoling ©f bond teldupi dndiar tlegnesiunh n¢ bfal0 i Epmmelt peo moladf oganiaally
suspensi ons ®etagiable phospholipitie andh the rrugnensionEagantpdoataitrs 2.5sta r¥.a oAt of alsiciamnand/oby
extr act on f mMmsgnesiumtiong and 60 to 150 mmol/l of sodium chloride.

11. Surfactant suspension according to claims 9 and 10, charactensed in that the suspending agent, water,
contains 75 mmol/l of sodium chloride.

30 12. Surfactant suspension according to claims 9, 10 and 11, characterised in that the surfactant lipid protein
contains Ca?*-ions bound thereto and the suspending agent, water, contains sodium chloride and
calcium ions.

Claims for the following Contracting States : ES, GR
35
1. Process for preparing surfactant suspensions for replacement therapy in diseases of the respiratory
U tract, wherein cattle lungs are irrigated with a saline solution, characterised in that
a) the surfactant is centrifuged from a solution containing 6 to 12 mmolA of Ca2*- and/or Mg?*-ions,
b) a first purification is carried out by means of density gradient centrifugation with glucose in the
40 presence of 3 to 8 mmol/l of Ca2*- and/or Mg2*-ions,
c) a second purification is carried out by distribution in a system comprising organic sol-
vent/alcoholiwater using an aqueous phase with 3 to 10 mmolA of Ca?*- and/or Mg2*-ions,
d) the organic phase is subsequently removed and the residue is dried and comminuted and
e) the finely powdered dry lipid thus obtained is suspended in an aqueous solution containing at
45 least 1 mmolf of Ca2*- and/or Mg?*-ions and at least 33 mmol/l of common salt,
the viscosity of the suspension remaining below 30 mPas even with a surfactant content of more than
60 mg/mil.

-2. Process according to claim 1, characterised in that the lavage liquid obtained by irrigation of caitle
50 lungs is adjusted to a content of 8 fo 12 mmolA of Ca2*.

3. Process according to claim 1, characterised in that, in step c), the distribution in the system of
chloroform/methanol/water is carried out.

s5 4. Process according to claim 1, characterised in that, in step e), the finely powdered dry lipid is

suspended in an aqueous solution which contains 2.5 to 3.6 mmol/l of Ca?*- and/or Mg2*-ions and 60 to
150 mmolA of sodium chioride.
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lungs with organic solvents is used. It consists of about 88%

proronel Py oL erel apunggrsagi e, e /AN N

calcium The average rel ative nol ecul ar mass of the phospholipids is

appr oxi mat ebgceéd Gecbding RE clRitiDE tohatadteribsd 1A tha€lih 8idp AT eI SBIGOME B reMbled Rftdr S

I nsol ubl e i fleey@dirging fMdtin §i6P6)ishgperssdh th@dry Npid RResPRIc@bnIBa neeydéy. SUCh as
chloroform it can easily be suspended in water by shaking or by the use of
ul trasoniéc Prmeasg)\accotdingato Oairo {1, aharafedigedt in abat GarfaotantSédsiepsions | ofj dwet Riscosity are
suspensi onsokdaired by dilutihg suspepsiongdbtailiérkin siep pwithtan @queoussupatdingragem evhiglo cdataing  Up
are carri edatdasst 1 mmeit of Slafiagnsiéer Mot fions bnl airthe lsarob titessat lods §8) mimel/l[of goididen chigride.
522-529 (1983), with the additional introduction of [err] ions. If

necessar y- t Frecesupeepding éomain i cherpterisash bdbal daspiaciart it sibpeguenty) adiusted dsits: €aq'-

e.g. by addngr Ve epient Bhheaddiien ofisatedherrobinialsonolis $PHM i n the cal cul at ed
amount™t o the surfactant dissolved in aorganic solvent, e.g. chloroform 1.5
g of the Bt i HFS 19bRARTEE O Jpe.sHerertaciincm DLl PReRES sChANGE 598 3 fo dj of clam

subst ance obtai ned by freeze-drying a surfactant dissolved in tert.-butanol

or cycl o%g; Fafibre mxed with 8.5 m of a suspending agent, preferably
sal | e
cal ci U o @%ﬁ%‘f JuploR i dabuBEEhe: et OUF'BE, (2 oy G P B TR LL Loy o

then shakenpgasds (4b Sréprafioh CdePdbbpehsiont e SertldaRE PAF dne hBapis 48 RERFLEA dnScalllg@Wn
up, in an i njhasdidsQids Sods! rogpRatdiel, HaNeduBi RS bbuons abdeliiSoft séinid 2 WrDextphctigiIphr t hEN
i rucz.ét ed baglagé Be6 uidWiulidnale chibrufR W8 Rodiunt ic&cidkiés srecvyaba (26 G). The forcing
batk ab the s%BpersHaqn cdtB3Egard fbe cantritigation g Bodtibie gdi Bbrtiert 8rN18 @Mmbis dveas eby a
saf ety measuregod Mg?&nsure that the suspension is free fromlunps. The
suspensi on i D) anprenidre @oriidation est opixéematl eantrifupation gingradiad tiddsnsité avet dulpiicose en
unbi | i cal veipréspnge de 8 A& nimeltdfices Cof'Ldveu MG?*t he patient on a ventilator.
Exanpl e 2 2. ) gnegfecantie pyrifigptibn eshonfrfe erchartage dersie eystmefsaleanberpaniguealcaphdsuae d
with 255 i dtovendneiplizsagaveyrerpontorant 3 : 20 mmpll g'joph Fatetfer Mofli ng 150 nmol /| of
common sal t &hi@ Pass orgagjaye| esigmsyita Eliminge et iaIresidy qal sEhh ot e obr ocessing is
carried out & %dEidesqcingmankpyitisssing optonu est mis epysuspeRSiop gans PR SALRN JAHRUSS A
States: DE @\ue?_tﬁu moips 1 ggmolAgions Gaf* et/ou Mg?* et au moins 33 mmol/l de chlorure de sodium,

v ' a viscosité de 'la suspension demeurant inférieure & 30 mPas méme dans le cas de pesées de
30 tensioactif supérieures & 60 mg/ml.

2. Procédé selon la revendication 1, caractérisé en ce que le liquide de favage obtenu en soumettant des
poumons de boeuf & une extraction par lavage est ajusté & une teneur en Ca2* de 6 4 12 mmolA.

385 8. Procédé selon la revendication 1, caractérisé en ce que, dans I'étape c), le partage est réalisé dans le
systéme chloroforme-méthanol-eau.

4. Procédé selon la revendication 1, caractérisé en ce que, dans I'étape e), le lipide sec finement
pulvérisé est mis en suspension dans une solution agueuse qui contient 2,5 2 3,5 mmoll d'ions Ca?t
40 et/ou Mg?*+ et 80 & 150 mmol/l de chlorure de sodium.

5. Procédé selon la revendication 1, caractérisé en ce que, dans I'étape d), le solvant organique est
éliminé par lyophilisation et, dans I'étape ), la mise en suspension du lipide sec ne se produit que
selon les besoins.

6. Procédé selon la revendication 1, caractérisé en ce que des suspensions de tensioactif de plus faible
viscosité sont obtenues par dilution de suspensions obtenues dans I'étape e) avec un agent de
suspension aqueux qui contient au moins 1 mmol/l d'ions Ca?* et/ou Mg?* et en méme temps au moins
33 mmol/l de chlorure de sodium.

50

7. Procédé selon la revendication 1, caractérisé en ce que le tensioactif est ajusté ultérieurement en ce

qui concerne sa teneur en ions Ca?* et/ou Mg?* par addition de leurs sels en solution alcoolique.

8. Lipide sec, caractérisé en ce qu'il est préparé selon les étapes a) 4 d) de la revendication 1.
55
9. Suspension de tensioactif pour une thérapie de substitution dans le cas de maladies des voies:
respiratoires, qui peut étre obtenue selon la revendication 1, caractérisée en ce que
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BE, AT,, LU, DK, LI 1. Process for preparing surfactant
- repl acenent therapy in diseases of ?(f |5 atory tract, mmﬁw ,’”Hw
lungs are irrigated with a saline solution, characterl sed' N

surfactant is centrifuged froma solution containing 6 to 12 mmol /| of
[err] and/or [ eyielipibéxiasindfensioadtit fuliifes & us! tehdur @R ioh® Baldiin ST maftksmMtiédY coBANS
of density gr aeipdidureCes fimdlsdbde phosphdiibibesHxirabftsies parvoiduigapigesence of 3 to 8
mrol /| of [ err b)lagsht o susgansin dodtiedt auGroins 1anrsaTdlings cakiomfet/aerhagaésivvsetcar r i ed
out by di stri buoXdootient en neéne\tetpsra comp 83 mmal de cigaure de swivnent / al cohol / wat er
usi ng ar aqueoude spHeges laiisdesi deda WSpansivl ddmewr irfiiiewd & 30 chPes mres er] cas da peséel
the organi c phieneiosctf sypigwenafmymk eroved and the residue is dried and
commi nut ed and e) the fi neI){ powdered dry lipid thus obtained is
suspended 1% SyppepgiRncds tensiopgtif;edian e reuendisatian ﬂgcaaﬁtérr%srt ce) dugyid inide/peptéinedepnsioactit
and/ or [ er r] -Yilish sontign) uag tepeur, en lonscaliy) 9"?“ Hpang de 4D & 70 msmol/mpl de Hhesphplipf

h ® Paretler @ g’gﬂ gﬁ’ ioh c%{“'%'\ﬁ P58 B8 MMl diops eaicpm
%fesgﬁgnngb%/mgné‘?mg ag%-ggw ‘iﬂ‘f’%gﬁ?° MO aim 1, characterised in

h he | | d t t
that the .%%epe s'nqhu' en?%aa feqoné % 'r@vreJ':e a@ongna %Ir O@Zéaéac\ggsggp ;Snlg%‘fe %Cq"ést ‘?ﬁ 1

to a conten
) od
char act gL i se |pﬁ t n st 'wButlon I n the system of

chl or of or mgrey,H3RGH d%érﬁi:adnﬁsefbﬁ'ieé 'r&dndiw 10 of T, O5535isGR 6 Gld 8 bidb/drdi@hd
1, charact er iigg@acticohitRt des!ibhs TaPNis€ b colbi l'aeé?uk Me [ATolTYe! eiﬁﬁdaud.{ob{ueht' d?x' Ghiokupe de
su§pended I N sadun iR lehs &tukt | on whi ch cont alns 2.5 to 3.5 mol of [err]

d/6r [err]-ions and 60 to 150 mmol /| of sodi um chI ori de. 5. Process

: rdi ey Reévenidicdtiond pourhéy Etats @bntreethnts sulviants : ES Gt ep d), the organic
solvent is renoved after freeze-drying and in step e) suspension of the dry
i pid takes [Praédé dnbrgpasasion de egspensipns Ga tensidaciti poersuna dinipapidi degsubstitutibra erncds, de
char act er i sednaladies test voes repitongst dans tegeah déscnesmarts dedosuf sant sauonsi & ynedrteaction par
obt ai ned by dhvhastaverging aeltiomde ehipsureda sediumdearagtédaéep cefiuani t h an 13 aqueous
suspendPing agefltle iinpieastifcashecpirh parcpentritugation dunerrpluin qyf coptiant § 2 13 muvaly d'ions Ca*

[err]-ions andetet Moi'e same time at |east 33 mml /| of sodiumchloride.
b) une premiére purification est opérée par centrifugation en gradient de densité avec du glucose en

présence de 3 & 8 mmol/ d'ions Ca?* etlou Mg+,

¢) une seconde purification est opérée par partage dans le systdme solvant organique-alcool-eau au
30 moyen d'une phase aqueuse contenant 3 & 10 mmolA d'ions Ca?* et/ou Mg?*,

d) la phase organique est ensuite éliminée et le résidu est séché et broyé et

o) le lipide sec finement pulvérisé ainsi obtenu est mis en suspension dans une solution aqueuse qui

contient au moins 1 mmolA d'ions Ca?* et/ou Mg?* et au moins 33 mmol/l de chiorure de sodium,

la viscosité de la suspension demeurant inférieure & 30 mPas méme dans le cas de pesées de

35 tensioactif supérieures 4 60 mg/ml.

N\

L./ 2. Procédé selon la revendication 1, caractérisé en ce que le liquide de lavage obtenu en soumettant des
poumons de boeuf & une exiraction par lavage est ajusté & une tensur en Ca2* de 8 & 12 mmolf.

40 3. Procédé selon la revendication 1, caractérisé en ce que, dans I'étape c), le partage est réalisé dans le
systéme chloroforme-méthanol-eau.

4. Procédé selon la revendication 1, caractérisé en ce que, dans Fétape e), le lipide sec finement
pulvérisé est mis en suspension dans une solution aqueuse qui contient 2,5 & 3,5 mmoM d'ions Ca?*
45 et/ou Mg+ et 60 & 150 mmol/ de chlorure de sodium.

§. Procédé selon ia revendication 1, caractérisé en ce que, dans I'étape d), le solvant organique est
éliminé par Iyophilisation et, dans I'étape e), la mise en suspension du lipide sec ne se produit que
selon les besoins.

50

6. Procédé selon la revendication 1, caractérisé en ce que des suspensions de tensioactif de plus faible
viscosité saont obtenues par dilution de suspensions obtenues dans I'étape e) avec un agent de
suspension aqueux qui contient au moins 1 mmol/| d'ions Ca?* et/ou Mg?* et en méme temps au moins
33 mmol/l de chlorure de sodium.

55

7. Procédé selon la revendication 1, caractérisé en ce que le tensioactif est ajusté ultérieurement en co

qui concerne sa teneur en ions Ca?* et/ou Mg?* par addition de leurs sels en solution alcoolique.
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7. Process according to claim1, characterised in that th tant is
subsequently adjusted in its [errlg err]-content byfuﬁm@ ﬁ, ;
salts ‘thereof in alcoholic soluti%%qugeggfﬁy i pid, charac y " @"

it is prepared according to steps a) to d) of claim1. 9. Sur f act ant
suspensi & pésds AP bABSERA W'uh MedRY, dardctbliss @A 86 §u'iPést bidParé Ssidal 16s8tapey a)ld BT,
obt ai nabl e mpesendbati@m 1t 0 cl aim 1, characterised in that a) t he surfactant
| i pid/ protein used contains an anount of cal cium and/ or magnesi um i ons
bound thereto of nore than 25 nmol per nol of organically extractable
phosphel i pi ds, b) t he suspendi ng agent contains at least 1 nmol/| of
cal ci um and/ or magnesi umions and c) at the sane tine contains at |east
33 mmol /1 of common salt, as a result of which the viscosity of the
suspensi on renai ns bel ow 30 nmPas even with surfactant contents of over 60
nmg/m. 10. Surfactant suspension according to claim9, characterised in
that tM¥e surfactant |ipid/protein used contains an amount of bound cal ci um
and/ or magnesiumions of 40 to 70 nmol per nol of organically extractable
phosphol i pi ds and the suspension agent contains 2.5 to 3.5 mmwol /| of
cal cium and/ or magnesiumions and 60 to 150 mmol /I of sodium chloride. 11.
Surfacfant suspension according to claims 9 and 10, characterised in that
t he suspendi ng agent, water, contains 75 nmol /| of sodiumchloride. 12.
Surfactant suspension according to clains 9, 10 and 11, characterised in
that the surfactant lipid protein contains [err]-ions bound thereto and the
quBénding agent, water, contains sodiumchloride and cal ci umions.
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