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BESKRIVELSE

KRYSS-REFERANSE TIL RELATERTE S@KNADER

[0001] Dette programmet krever prioritet fra U.S. forelgpig patentsgknad
60/930,746, "Preservation of Bioactive Materials by Freeze Dried Foam" fra Rein-
hard Vehring, et al., arkivert 18. mai 2007. Denne sgknaden er relatert til tidligere
U.S. Utility Application 10/412, 630 (nd U.S. patent 7,135,180), "Preservation of
Bioactive Materials by Freeze Dried Foam" fra Vu Truong-Le, arkivert 10. april
2003, og til et tidligere U.S. forelgpig sgknadsnummer 60/372,236, "Formulations
and Methods for Preparation” fra Vu Truong-Le, arkivert 11. april 2002.

OPPFINNELSENS OMRADE

[0002] Den foreliggende oppfinnelse er innen feltet for preservering av biologiske
materialer ved lagring. Spesielt angdr oppfinnelsen, f.eks. preservering av bioaktive
molekyler og levedyktige biologiske emner etter glassifisering i en beskyttende tgrr
skummatrise. Prosesser og systemer gir hgy gjenvinning av virus og bakterieleve-
dyktighet.

BAKGRUNNEN TIL OPPFINNELSEN

[0003] Biologiske materialer, som proteiner, eukaryotiske celler, bakterier og virus,
er generelt ustabile ved lagring i medier eller andre flytende Igsninger. For eksem-
pel mister virus med lipidkapsel, som levende influensavirus framstilt fra egg-
allantoid vaeske, en log med styrke, definert som Tissue Culture Infectious Dose
(TCID50), pa mindre enn to til tre uker ved oppbevaring i kjgleskapstemperatur,
dvs. ca 4 °C. Ved romtemperaturforhold (cirka 25 °C) og ved hgyere temperaturer,
som 37 °C, mister viruset slik styrke i Igpet av henholdsvis noen dager til timer.
Lyofiliseringsprosesser, hvor vannholdige sammensetninger blir frosset og deretter
torket ved sublimering, brukes ofte til @ stabilisere disse biologiske materialene.
Fjerning av vann og substituering av beskyttende molekyler, som karbohydrater,
kan gke stabiliteten ved & hindre kjemisk nedbrytning, denaturering, og vekst av

mikrobielle forurensninger.

[0004] I lyofilisering (fryset@rking), blir det biologiske materiale vanligvis blandet

som en opplgsning eller suspensjon med beskyttende midler, frosset og deretter
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dehydrert ved sublimering og sekundaere tgrking. De lave temperaturene ved fry-
sing og tgrking ved sublimering kan bremse kinetikken til degenereringsreaksjoner.
Imidlertid, de lave temperaturer og lave forholdet mellom overflate og volum som
er involvert kan kreve lang tgrketider. Resultatet er ofte betydelige strukturelle
skader ved konvensjonelle frysetgrkeprosesser pa grunn av den trege frysehastig-
het og tidsrommet bioaktivt materiale blir holdt i frossen tilstand. Denne skaden
kan innebesere denaturering, aggregering og andre ugnskede fysiske pakjenninger
som stammer fra iskrystallstrukturene som dannes under isnukleasjonen og ut-
bredningstrinnene. Av denne grunn utgjgr biomaterialer med en cellevegg eller li-
pidmembran en betydelig utfordring for & bevare bioaktivitet av stgrre og mer

komplekse enheter dom virus, bakterier og celler.

[0005] I tillegg, selv under optimale frysetgrkebetingelser, kan skade oppstd under
det sekundeere tgrketrinnet. En fersk studie har antydet at skader indusert ved fry-
setgrking hovedsakelig oppstdr under det sekundzere dehydreringstrinnet ndr den
siste gjenvaerende mengden med vann blir fjernet (Webb, S.D. Effects of annealing
lyophilized and spraylyophilized formulations of recombinant human interferon-
gamma. J Pharm Sci 2003 Apr;92(4):715-29). Derfor, er det tilstrekkelig bevis &
vise at lyofilisering og sekundaere tgrkeprosesser , for eksempel, kan tvinge et pro-
tein eller celle til 8 gjennomgad betydelige kjemiske og fysiske endringer. Slike end-
ringer kan resultere i tap av aktivitet til proteinet grunnet konsentrasjon av salter,
utfelling/krystallisering, skjeerspenninger, pH-ytterpunkter, og restfuktighet gjen-
nom frysetgrkingen.

[0006] Beskyttende midler er kjemikalier som er tilsatt en sammensetning for a
beskytte celler og molekyler under frysing og for a forbedre stabiliteten under lag-
ring. For eksempel omfatter stabilisatorer for levende virusvaksiner generelt hgye
konsentrasjoner av sukker som sukrose, mannitol eller sorbitol for & forbedre virus-
stabiliteten under lyofilisering og lagring. Men med virus med lipidkapsel og andre
biologiske emner, penetrerer ikke ngdvendigvis de beskyttende midlene tilstrekke-
lig for & beskytte aktive molekyler i membranvolumet. Det forblir derfor en betyde-
lig utfordring 8 utvikle en optimal tgrkeprosess og sammensetning for & oppna til-

strekkelig stabilitet for labile biologiske emner.

[0007] Noen av problemene med lyofilisering blir overvunnet av visse tgrrskum-
preserveringsprosesser. I U.S. patent 5.766.520, Preservation by Foam Formation,

fra Bronshtein blir f.eks. biologiske Igsninger eller suspensjoner fortykket i et Igs-
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ningsmiddel ved fgrst & tgrke under et moderat vakuum fgr pafgring av et kraftig
vakuum for & forarsake skummende koking av gjenvaerende lgsningsmiddel slik at
det dannes et tgrt stabilt skum. Normalt unngas slik koking ved prosessering av bi-
ologisk materiale, p8 grunn av oksydering og denaturering som kan oppstd p& bob-
leoverflater. I tillegg krever koking, selv under vakuum, krever tilfgrsel av varme,
noe som kan medfgre fare for stabiliteten av bioaktivt materiale. Disse problemene
er redusert av Bronshtein ved 8 inkludere beskyttende midler, som karbohydrater
og overflateaktive midler, i opplgsningen eller suspensjonen. Tgrrskum-
preserveringsprosesser av denne typen har fordelen av hurtigere tgrking grunnet
konveksjon av vaesken under kokingen og den gkte overflatearealet p grunn av
skumboble-overflatene. Likevel kan den varme sekundaere tgrkingen til lave fukti-
ghetsnivaer redusere levedyktigheten til celler og virus med 90 % eller mer. Re-
konstituering av et slikt tgrt skum kan skje rask pd grunn av naervaeret av de hy-
drofile beskyttende midlene og det store skumoverflatearealet. Det tgrre skummet
kan bli malt til et fint pulver for @ ytterligere forbedre rekonstitueringstidene eller

for administrering av det biologiske materialet ved inhalering.

[0008] Tgrrskum-preserveringsprosessene beskrevet ovenfor er begrenset i fleksi-
bilitet til 8 beskytte et utvalg av biologiske materialer. For eksempel utelukker pro-
sessen et frysetrinn (se for eksempel Bronstein i spalte 1, linje 41 - "[f] reezing and
other steps of the freeze-drying process are very damaging to many sensitive bio-
logical materials.") og pafglgende sublimering av isen som en metode til & fjerne
vann fra skummet. Fordi frysing unngds i Bronshtein m& sammensetningen bli for-
tykket for skumming og tgrking, slik at store mengder vann ikke gar tapt, sammen
med latent varme, for & fryse skummet. For & unngd frysing kreves det at proses-
sen utfgres ved lavere vakuumnivd (7-24 Torr) enn ved konvensjonelle frysetgr-
kings eller spray-frysetgrkings prosesssykluser. Koking i Bronshtein krever tilfgrsel
av signifikante, og mulige destabiliserende, mengder med varme for a8 gi den ngd-

vendige utbrudd av skum.

[0009] Bronshtein tgrrskum-prosessen er ikke spesielt godt tilpasset for bevaring
av biologiske materialer med lipidmembraner. For eksempel er ikke prosessen godt
tilpasset for preservering av biologiske emner, som liposomer, virus eller levedykti-
ge celler. Lipidmembraner hindrer ofte inntrengning av de beskyttende midlene i
lukkede volumer eller forhindrer tilstrekkelig fjerning av vann fra det innelukkede
volumet. Uten tilstrekkelig penetrasjon av beskyttende midler, kan enzymatiske

prosesser som proteolyse, og kjemiske prosesser som oksydasjon og angrep av frie
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radikaler, gdelegge aktiviteten eller levedyktigheten av det biologiske materialet.
Hypoosmotiske vaesker som blir igjen inne i volumer lukket av membranen kan
fremme ustabilitet av det biologiske materialet. Varm sekundaertgrking kan drepe

celler.

[0010] Det gjenstdr et behov for metoder for 8 preservere biologisk materiale, som
proteiner, virioner og celler ved lagring, spesielt ved temperaturer over frysepunk-
tet. Metoder for & preparere tgrrskum-preserveringsmatriser gjennom prosesser
som gir tilstrekkelig t@grking, uten eksponering for varme temperaturer, ville veere
gnskelig. Sammensetninger som kan beskytte slike biologiske emner ved lagring
ville gi fordeler innen medisin og forskning. Foreliggende oppfinnelse gir disse og

andre egenskaper som vil fremgd ved gjennomgang av folgende.

SAMMENDRAG OVER OPPFINNELSEN

[0011] Den foreliggende oppfinnelse omfatter en fremgangsmate og et system for
preservering av materialer, som peptider, proteiner, nukleinsyrer, antistoffer, vak-
siner, bakterier, virus, liposomer, blodplater og/eller cellesuspensjoner, ved lagring.

Oppfinnelsen gir en fremgangsmate i samsvar med krav 1 i dette dokumentet.

Metoden kan varierende omfatte f.eks. frysing av skummet fgr tgrking, inkludering
av skummemidler i sammensetningen, holde sammensetningen ved faseovergangs-
temperaturen til en lipidmembran for & forbedre penetrering av beskyttende midler,
utvidelse av sammensetningen ved trykk mellom ca 200 Torr og 25 mTorr, sekun-
deer tgrking av skum i form av et tynt lag, og/eller tgrking av skummet ved en rela-

tivt lav temperatur, for eksempel romtemperatur eller lavere.

[0012] Det bioaktive materialet kan veere, for eksempel, et peptid, protein, nuk-
leinsyre, antistoffer, vaksiner, bakterier, virus, liposomer, blodplater og/eller celle-

suspensjoner.

For bioaktive materialer som omfattende volumer omsluttet i en lipidmembran, kan
det veere foretrukket & holde sammensetningen eller skummet ved en temperatur
innenfor 2 °C av membranens overgangstemperatur for det bioaktive materialet i 2

eller flere minutter fgr ekspandering av skummet.
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[0013] I foretrukne utfgrelsesformer av lavtemperatur-tgrkemetoder, omfatter de
bioaktive materialene peptider, proteiner, nukleinsyrer, antistoffer, vaksiner, bakte-
rier, virus, liposomer, blodplater og/eller cellesuspensjoner. I en utfgrelsesform,
omfatter det bioaktive materialet et virus eller bakterier, for eksempel en listeria-
bakterie eller en stamme influensavirus. 1 en utfgrelsesform erlisteriatypen listeria
monocytogenes. I en annen utfgrelsesform, brukes en svekket stamme av listeria
monocytogenes. I enda en annen utfgrelsesform, brukes en stamme av listeria mo-
nocytogenes rekombinant konstruert som en vaksine for a8 uttrykke et antigent
peptid. Konstruksjon av listeria-baserte vaksiner, deriblant tilbehgrssekvenser, er
gitt i detalj i U.S. Provisional Patent Application Nos. 60/532,696, 60/602,588,
60/615,548 og 60/617,564, med tittelen "EphA2 Vaccines", arkivert henholdsvis
24. desember 2003, 18. august 2004, 1. oktober 2004 og 7. oktober 2004, U.S.
Provisional Application Nos. 60/556,631, 60/615,470 og 60/617,544, med tittelen
"Listeria-based EphA2 Vaccines", arkivert 26. mars 2004, 1. oktober 2004 og 7. ok-
tober 2004 og internasjonal publikasjoner nr. WO 2005/067460 og WO
2005/037233.

I nok en annen utfgrelsesform, er stammene med influensavirus influensa A- og B-
virus. I en annen utfgrelsesform, er stammene med influensavirus dempet for bruk

som levende vaksine.

[0014] I foretrukne metoder har skummet en tykkelse pa 2 mm eller mindre, f.eks,
for rask sekundeer tgrking ved lave temperaturer, pa f.eks. 25 °C eller mindre, 20
°C eller mindre, 15 °C eller mindre. Det er foretrukket for sluttproduktets stabilitet
at skummet tgrkes i et tidsrom tilstrekkelig til 8 redusere skummet til en restfuk-
tighet p@ 10 prosent eller mindre, 5 prosent eller mindre, 3 prosent eller mindre el-
ler 1 prosent eller mindre. Det er ofte a foretrekke at den sekundaere tgrketempe-
ratur forblir under glassomvandlingstemperaturen til skum-polyol-matrisen. Det er
ofte @ foretrekke at den primaere tgrkingen og/eller sekundaere tgrkingen omfatter
fijerning av opplgsningsmidler ved et trykk pa 100 Torr eller mindre, 50 Torr eller
mindre, 10 Torr eller mindre, 1 Torr, 100 mTorr, 10 mTorr eller mindre, f.eks. for &

gke hastigheten av fjerning av fuktighet fra skummet ved lave temperaturer.

[0015] Det tgrkede skummet kan vaere i form av ark eller store partikler. Eventuelt
kan det tgrkede skum males til et pulver med en gjennomsnittlig partikkelstgrrelse

fra, f.eks. ca 0,1 um til omtrent 100 um, for lagring eller for administrering ved in-
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halering. Eventuelt kan skummet bli administrert til et pattedyr som en rekonstitu-

ert veeske, f.eks. ved injeksjon.

[0016] Den foreliggende oppfinnelsen omfatter systemer for effektivt 8 gjennomfg-
re metodene for preparering av stabile tgrrskum-sammensetninger. For eksempel
kan systemer som tillater rask sekundeer tgrking ved relativt lave temperaturer,
som for eksempel 20 °C eller mindre, dpent utsette skummet for et kraftig vakuum
i form av et tynt ark. Et system for fremstilling av en stabil tgrr skumsammenset-
ning av bioaktivt materiale kan omfatte et miljg-kontrollkammer som gir kontroll
over interne temperaturer og innvendig trykk, og et skum inne i kammeret som
omfatter et bioaktivt materiale, og en polyol eller polymer, i et Igsningsmiddel. Tgr-
kingen kan aksellereres ved 3 gi skummet en tykkelse pa 2 mm eller mindre,
og/eller et sideforhold (bredde eller lengde i forhold til tykkelse) pa 10 eller mer, el-
ler en tykkelse p& 1 mm eller mindre og/eller et sideforhold p& 100 eller mer.
Skummet tgrkes fortrinnsvis til en 10 prosent restfuktighet eller mindre, ved en

temperatur pa 25 °C eller mindre, i Igpet av en periode pa 2 dager eller mindre.

[0017] Med hensyn til metodene, kan det bioaktive materialet til systemene vaere
ethvert bioaktivt materiale. Men systemene gir kjente fordeler szerlig til levedyktig-
heten til virus eller bakterier, f.eks. listeriabakterien eller stammer av influensavi-
rus. I en utfgrelsesform er listeriatypen listeria monocytogenes. I en annen utfgrel-
sesform, brukes en svekket stamme av listeria monocytogenes. I enda en annen
utfgrelsesform, brukes en stamme av listeria monocytogenes rekombinant konstru-
ert som en vaksine for a8 uttrykke et antigent peptid. I nok en annen utfgrelses-
form, er stammene med influensavirus influensa A- og B-virus. I en annen utfgrel-

sesform, er stammene med influensavirus dempet for bruk som levende vaksine.

[0018] Den foreliggende oppfinnelse omfatter stabile tgrrskum-sammensetninger.
For eksempel kan sammensetningene omfatte: peptider, proteiner, nukleinsyrer,
antistoffer, vaksiner, bakterier, virus, liposomer, blodplater og/eller cellesuspensjo-
ner, i en tgrr skummatrise omfattende en restfuktighet pa 10 prosent eller mindre,
hvori matrisen omfatter en polyol og/eller polymer, og hvor det tgrre skummet ble
fremstilt fra en flytende sammensetning av det bioaktive materiale med mindre enn
en 0,5 log10 tap av levedyktighet. Slik opprettholdt levedyktighet kan lett oppnas
som beskrevet heri, selv ved tgrking av skummet til en restfuktighet pd 5 prosent
eller mindre. I en utfgrelsesform kan det bioaktive materialet med virus eller bakte-

rier for eksempel omfatte en listeria-bakterie eller en stamme influensavirus. I en
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utfgrelsesform er listeriatypen listeria monocytogenes. I en annen utfgrelsesform,
brukes en svekket stamme av listeria monocytogenes. I enda en annen utfgrelses-
form, brukes en stamme av listeria monocytogenes rekombinant konstruert som en
vaksine for & uttrykke et antigent peptid, dvs. at aktuelt peptid ikke er et opprinne-
lig listeria-peptid. I nok en annen utfgrelsesform, er stammene med influensavirus
influensa A- og B-virus. I en annen utfgrelsesform, er stammene med influensavi-
rus dempet for bruk som levende vaksine. Viruset eller bakteriene kan f.eks. omfat-
te en listeria-bakterie eller en stamme influensavirus. I foretrukne utfgrelsesformer
av prosessen er tap av levedyktighet mindre enn en 0,5 log10 tap, mindre enn en
0,3 log10 tap, mindre enn en 0,1 log10 tap, dvs. oppnddd ved hjelp av metoder

og/eller systemer ifglge foreliggende oppfinnelse.

DEFINISJONER

[0019] Det skal forstds at denne oppfinnelsen ikke er begrenset til bestemte sys-
temer eller metoder, som, selvfglgelig, kan variere. Det skal ogsa forstas at termi-
nologien som brukes heri kun er for det formal @ beskrive spesielle utfgrelsesfor-
mer, og er ikke ment 3 vaere begrensende. Som brukt i denne beskrivelsen og de
vedlagte krav, omfatter entallsformer som "en", "et" og "den", "det" flertallsrefe-
ranser, med mindre innholdet klart tilsier noe annet. Derfor omfatter, for eksempel,
referanse til "en overflate" en kombinasjon av to eller flere overflater, referanse til

"bakterie" omfatter blandinger av bakterier og lignende.

[0020] Med mindre annet er definert, har alle tekniske og vitenskapelige begreper
som brukes heri, samme betydning som vanligvis forstatt av en med vanlige kunn-
skaper innen faget som oppfinnelsen vedrgrer. Selv om alle metoder og materialer
lik eller tilsvarende de som er beskrevet heri kan brukes ved praktisering av den fo-
religgende oppfinnelsen uten ungdig eksperimentering, er de foretrukne materialer
og metoder beskrevet heri. Ved beskrivelse av og krav for den foreliggende oppfin-

nelsen vil fglgende terminologi bli brukt i samsvar med definisjonene nedenfor.

[0021] "Omgivelser" - temperaturer eller betingelser som til enhver tid finnes i et
gitt miljg. Vanligvis, er omagivelses-romtemperatur 22 °C, omgivelses-
atmosfaeretrykk, og omgivelses-luftfuktighet kan lett males og vil variere avhengig

av tiden pa 8ret, vaerforhold, hgyde over havet osv.
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[0022] "Koking" refererer f.eks. til den raske faseovergangen fra vaeske til gass
som skjer ndr temperaturen til en veeske er over dens koketemperatur. Koketem-
peraturen er, som vel kjent for fagfolk innen brransjen, temperaturen hvor damp-
trykket til en vaeske er lik det pafgrte trykket. Kokingen kan vaere seerlig sterk ndr

varme blir tilfgrt til en vaeske som er pa sitt kokepunkt.

[0023] "Buffer" refererer til en bufret Igsning som motstar endringer i pH ved virk-
ningen av sine syre-base konjugat-komponenter. pH til bufferen vil generelt bli
valgt for & stabilisere det aktive valgte materialet, og vil kunne fastsettes av de i
bransjen. Vanligvis vil denne veere i samme stgrrelsesorden som fysiologisk pH,
selv om noen proteiner kan vaere stabile ved et bredere omrdde med pH-verdier,
for eksempel sur pH. Dermed er foretrukne pH-omrader fra omkring 1 til omkring
10, med fra omkring 3 til omkring 8 som spesielt foretrukket, mer foretrukket fra
omkring 6,0 til omkring 8,0, ennd mer foretrukket fra omkring 7,0 til omkring 7,4,
og mest foretrukket, pa@ omkring 7,0 til omkring 7,2. Egnede buffere inkluderer en
pH 7,2 fosfatbuffer og en pH 7,0 sitratbuffer. Som det vil forstas av de i bransjen,
er det et stort antall egnede buffere som kan benyttes. Egnede buffere omfatter,
men er ikke begrenset til, kaliumfosfat, natriumfosfat, natriumacetat, histidin, imi-
dazol, natriumcitrat, natriumsuksinat, ammoniumbikarbonat og karbonat. Vanligvis
brukes buffere ved molariteter fra omkring 1 mM til ca 2 M, med fra omkring 2 mM
til omkring 1 M foretrukket, og fra omkring 10 mM til omkring 0,5 M spesielt fore-
trukket, og 25 til 50 mM som saerlig foretrukket.

[0024] "Avgassing" refererer til frigjgring av en gass fra opplgsning i en vaeske nar
partialtrykket til gassen er stgrre enn det pafgrte trykket. Hvis vann blir eksponert
for nitrogengass ved én atmosfaere (ca. 760 Torr), og partialtrykket til nitrogen i
vannet nar likevekt med gassfasetrykket, kan nitrogenet boble fra vannet hvis
gasstrykket reduseres. Dette er ikke koking, og kan ofte skje ved trykk over et
trykk som ville koke et lgsningsmiddel. For eksempel bobler det raskt i bruflasker,
med et hgyt partialtrykk av CO2-gass, (men bruksen koker ikke) nar trykket redu-

seres ved & fjerne korken.

[0025] "Dispergerbarhet" betyr i hvilken grad en pulverammensetning kan disper-
geres (dvs. suspenderes) i en luftstrgm, slik at de dispergerte partiklene kan respi-
rert eller inhalert inn i lungene til et individ. Dermed betyr det at et for pulver som
bare er 20 % dispergerbart, kan kun 20 % av massen av partikler suspenderes for

inhalering inn i lungene.
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[0026] "Tgrr" i konteksten med tgrkede skumsammensetninger, refererer til rest-
fuktighet pd mindre enn omtrent 10 %. Torkede skumsammensetninger blir vanlig-
vis tgrket til restfuktigheter pd 5 % eller mindre, eller mellom omtrent 3 % og 0,1
%. Et "tgrt skum" kan vaere et stabilisert skum med mindre enn 10 % restfuktig-
het, et skum etter primaertgrking, og/eller et skum etter sekundeaertgrking. "Tarr" i
sammenheng med partikler for inhalering betyr at sammensetningen har et fuktig-
hetsinnhold slik at partiklene er lett dispergerbare i en inhaleringsinnretning for &
danne en aerosol. Primaertgrking, med hensyn til prosesser beskrevet heri, refere-
rer til tgrking som finner sted fra tidspunktet for initiell frysing av skummet til
punktet der sekundeertgrking starter. Vanligvis vil hoveddelen av primaertgrking
finne sted ved sublimering ved frysetemperaturer. Sekundartgrking, med hensyn
til prosesser som er beskrevet heri, refererer til tarking som finner sted ved tempe-
raturer over frysetemperaturer (f.eks. 0 °C eller frysepunktet for det frosne sam-
mensetningen). I en typisk fryse-skumtgrkeprosess, vil et sekundeert tgrketrinn
bringe skummet fra en restfuktighet pd@ omtrent 25 prosent til en restfuktighetsver-

di p& 10 prosent eller mindre.

[0027] "Hjelpestoffer" eller "beskyttende midler" (inkludert cryo-beskyttende midler
og lyo-beskyttende midler) refererer vanligvis til forbindelser eller materialer som
er tilsatt for a sikre eller gke stabiliteten av det terapeutiske midlet under spray fry-
setgrkingsprosessen og etterpa, for langsiktig stabilitet og flyteevne til pulverpro-
duktet. Egnede hjelpestoffer er generelt relativt frittstrammende partikkelformete
faste stoffer, som ikke tykner eller polymeriserer ved kontakt med vann, som i ho-
vedsak er ufarlige ved inhalering av en pasient, og ikke signifikant samhandle med
det terapeutiske middel p& en mate som endrer den biologiske aktiviteten. Egnede
hjelpestoffer er beskrevet nedenfor og omfatter, men er ikke begrenset til, protei-
ner som humant og bovint serumalbumin, gelatin, immunglobuliner, karbohydrater
inkludert monosakkarider (galaktose, D-mannose, sorbose osv.), disakkarider (lak-
tose, trehalose, sukrose osv.), cyklodekstriner og polysakkarider (raffinose, malto-
dekstriner, dextraner osv.), en aminosyre som mononatriumglutamat, glycin, ala-
nin, arginin eller histidin, samt hydrofobiske aminosyrer (tryptofan, tyrosin, leucin,
fenylalanin osv.), et metylamin som for eksempel betaine, et hjelpestoffs salt slik
som magnesiumsulfat, en polyol slik som trihydriske eller hgyere sukkeralkoholer,
f.eks. glycerin, erytritol, glycerol, arabitol, xylitol, sorbitol og mannitol, propylen-
glykol, polyetylen glykol, pluronikke midler, overflateaktive midler, og kombinasjo-

ner av disse.
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[0028] "Glass" eller "glassaktig tilstand" eller "glassaktig matrise" refererer til en
vaeske som har mistet sin evne til & flyte, dvs. en vaeske med en meget hgy visko-
sitet, hvori viskositetsomradet varierer fra 1010 til 1014 Pascal-sekunder. Det kan
sees pd som et metastabilt amorft system der molekylene har vibrasjonell bevegel-
se, men har sveaert langsom (nesten uendelige) rotasjons- og translasjonkomponen-
ter. Som etn metastabilt system, er den stabil i lange tidsperioder ndr lagret godt
under glassomvandlingstemperaturen. Fordi glass ikke er i en tilstand av termody-
namisk likevekt, vil glass som lagres ved temtemperaturer pa eller naer glassom-
vandlingstemperaturen slappe av til likevekt og miste sin hgye viskositet. Den re-
sulterende, gummiaktige eller siruplignende, flytende vaesken er ofte kjemisk og
strukturelt destabilisert. Mens et glass kan oppnas ved mange forskjellige fram-
gangsmater, synes det a veere fysisk og strukturelt det samme materialet, pa et
mikroniva, uavhengig av framgangsmaten som er brukt. Det er likevel vert @ legge
merke til at fryse-skummene ifglge oppfinnelsen omfatter, f.eks., en skummet dpen
celle og/eller lukket celle makrostruktur ikke funnet i tidligere kjente frysetgrkede
materialer. Prosessen som brukes til & oppna en glassaktig matrise for formalene til
denne oppfinnelsen er generelt en Igsningsmiddelsublimering og/eller fordamp-

ningsteknikk.

[0029] "Glassovergangstemperaturen" er representert ved symbolet Tg og er den
temperatur ved hvilken en sammensetning endres fra en glassaktig eller vitrgs til-
stand til en sirupslignende eller gummiaktig tilstand. Vanligvis bestemmes Tg ved
bruk av differensial-skannekalorimetri (DSC) og er som standard regnet som den
temperaturen ved hvilken startende endring av varmekapasitet (Cp) til sammen-
setningen skjer ved skanning gjennom overgangen. Definisjonen av Tg er alltid vil-
karlig og det er ingen gjeldende internasjonal konvensjon. Tg kan defineres som
oppstart, midtpunkt eller endepunkt av overgangen, for denne oppfinnelsens formal
vil vi bruke oppstart av endringene i Cp ved bruk av DSC. Se artikkelen med titte-
len "Formation of Glasses from Liquids and Biopolymers" av C.A. Angell: Science,
267, 1924-1935 (31. mars 1995) og artikkelen med tittelen "Differential Scanning
Calorimetry Analysis of Glass Transitions" av Jan P. Wolanczyk: Cryo-Letters, 10,
73-76 (1989). For detaljert matematisk omtale, se "Nature of the Glass Transition
and the Glassy State" av Gibbs og DiMarzio: Journal of Chemical Physics, 28, NO.
3, 373-383 (Mars, 1958).
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[0030] "Penetreringsforbedrere" er overflateaktive forbindelser som fremmer pe-
netrering av et medikament gjennom en slimhinne eller membran og kan generelt
benyttes der denne egenskapen er gnskelig, f.eks, intranasalt, intrarektalt og intra-

vaginalt.

[0031] "Farmasgytisk akseptabel" eksipienter (kjgretgy, tilsetningsstoffer) er de
som med rimelighet kan administreres til et pattedyr for & gi en effektiv dose av
den aktive bestanddelen som anvendes. Fortrinnsvis er dette hjelpestoffer som Fe-
deral Drug Administration (FDA) hittil har utpekt som "Generally Regarded as Safe"
(GRAS).

[0032] "Farmasgytisk preparat" refererer til preparater som er i en slik form at den
tillater den biologiske aktiviteten til de aktive ingrediensene for @ vaere entydig ef-
fektive, og som ikke inneholder noen tilleggskomponenter som er giftig til individe-

ne som sammensetningen skal administreres til.

[0033] Et "polyol" er et organisk stoff med flere hydroksylgrupper, og inkluderer,
f.eks. sukkere (reduserende og ikkereduserende sukkere), sukkeralkoholer og suk-
kersyrer. Foretrukne polyoler heri har en molekylvekt som er mindre enn ca 600
kDa (f.eks. i omradet fra omtrent 120 til omtrent 400 kDa). Et "reduserende suk-
ker" er en polyol som inneholder en hemiacetalgruppe som kan redusere metallio-
ner eller reagere kovalent med lysin og andre aminogrupper i proteiner. Et "Ikkere-
duserende sukker" er et sukker som ikke har disse egenskapene til et reduserende
sukker. Eksempler pa reduserende sukkere er fruktose, mannose, maltose, laktose,
arabinose, xylose, ribose, rhamnose, galaktose og glukose. Ikkereduserende sukke-
re omfatter sukrose, trehalose, sorbose, melezitose og raffinose. Mannitol, xylitol,
erytritol, threitol, sorbitol og glyserol er eksempler pa sukkeralkoholer. Med hensyn

til sukkersyrer, inkluderer disse L-glukonat og metallsalter derav.

[0034] Et "pulver" er en sammensetning som bestar av fint dispergerte faste par-
tikler som er relativt frittstremmende og istand til & lett a bli dispergert i en inhale-
ringsinnretning og deretter inhaleret av en pasient, slik at partiklene er egnet for
intranasal eller pulmonaer administrering via de gvre luftveier, inkludert neseslim-

hinnen.

[0035] "Anbefalt lagringstemperatur" for en sammensetning er temperaturen (Ts)

hvor det pulveriserte medikamentmaterialet kan lagres for & opprettholde stabilite-
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ten av legemidlet over levetiden til sammensetningen for & sikre en konsekvent av-
gitt dose. Denne temperaturen blir opprinnelig bestemt av produsenten av sam-
mensetningen og godkjent av det statlige organet ansvarlig for godkjenning av
sammensetningen for markedsfgring (f.eks. Food and Drug Administration i USA).
Denne temperatur vil variere for hvert godkjent legemiddelprodukt avhengig av
temperaturfglsomheten for det aktive legemidlet og andre materialer i produktet.
Den anbefalte lagringstemperaturen vil variere fra omtrent 0 °C til omtrent 40 °C,
men vil generelt vaere omgivelsestemperatur, dvs. omtrent 25 °C. Vanligvis vil et
medikamentprodukt bli holdt ved en temperatur som er ved eller under den anbe-

falte lagringstemperaturen.

[0036] Et biologisk aktivt materiale "beholder sin biologiske aktivitet" i et farma-
sgytisk preparat, hvis den biologiske aktiviteten til det biologisk aktive materialet,
som et enzym, pa et gitt tidspunkt er innenfor omtrent 10 % (innenfor feilene av
analysen) av den biologiske aktiviteten vist pa tidspunktet nar det farmasgytiske
preparatet ble fremstilt som bestemt i f.eks. en bindingsanalyse. 1 tilfelle levende
virus eller bakterier, kan biologisk aktivitet anses som beholdt nar viral titer eller
kimtall til blandingen er innen én log av innledende titer eller tall. For levende celler
anses biologisk aktivitet beholdt ndr levende celletall til sammensetningen er innen-
for 50 % av den opprinnelige tellingen. Analysen som blir brukt til & bestemme le-
vende influensavirus titer er Fluorescent Focus Assay (FFA-analyse). Titer fra denne
analysen blir rapportert som log Fluorescent Focus Unit per milliliter (log FFU/ml).
En log FFU/mI er omtrent lik én log Tissue Culture Infectious Dose per ml (log

TCID50/ml). Andre "biologisk aktivitet" -analyser er utdypet nedenfor.

[0037] Et biologisk aktivt materiale "beholder sin kjemiske stabilitet" i en farmasgy-
tisk sammensetning hvis den kjemiske stabilitet ved et gitt tidspunkt er slik at det
biologisk aktive materialet blir vurdert @8 beholde sin biologiske aktivitet, som defi-
nert heri. Kjemisk stabilitet kan vurderes ved & detektere og kvantifisere kjemisk
endrede former av det biologisk aktive materialet. Kjemisk endring kan innebeere
modifisering av stgrrelse (f.eks. klipping av proteiner), som kan evalueres ved hjelp
av gelfiltrerings-kromatografi, SDS-PAGE og/eller matrise-assistert laserdesorpsjon
ionisering/flyvetidsmassespektrometri (MALDI/TOF MS), for eksempel. Andre typer
kjemisk endring inkluderer ladningsendring (f.eks. forekommende som et resultat

av deamidering), som kan evalueres ved ionutvekslings-kromatografi, for eksem-

pel.
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[0038] Et biologisk aktivt materiale "beholder sin fysiske stabilitet" i en farmasgy-
tisk sammensetning dersom det viser ingen signifikant gkning i aggregering, persi-
pering og/eller denaturering ved visuell undersgkelse av farge og/eller klarhet, eller

malt ved UV-lysspredning eller gelfiltrerings-kromatografi.

[0039] En "stabil" sammensetning eller preparat er ett hvori det biologisk aktive
materialet deri hovedsak beholder dets fysiske stabilitet og/eller kjemiske stabilitet
og/eller biologiske aktivitet ved lagring. Ulike analyseteknikker for méling av stabili-
tet er tilgjengelig i bransjen og er gjjennomgatt, for eksempel i Peptide and Protein
Drug Delivery, 247-301, Vincent Lee Ed., Marcel Dekker, Inc., New York, N.Y.,
Pubs. (1991) og Jones, A. Adv. Drug Delivery Rev. 10: 29-90 (1993). Stabilitet kan
méles ved en valgt temperatur i en valgt tidsperiode. Trendanalyse kan brukes til &
estimere en forventet holdbarhet fgr et materiale faktisk har vaert lagret for denne
tidsperioden. For levende influensavirus defineres stabilitet som tiden det tar & mis-
te 1 log av FFU/mlI eller 1 log TCID50/ml. Fortrinnsvis er sammensetningen stabil
ved romtemperatur (~ 25 °C) i minst tre maneder, eller ved 40 °C i minst 1 maned
og/eller stabilt ved omtrent 2-8 °C i minst 1 ar. Videre er sammensetningen fort-

rinnsvis stabil etter frysing (til f.eks. -70 °C) og opptining av sammensetningen.

[0040] I farmakologisk forstand refererer en "terapeutisk effektiv mengde" av et
biologisk aktivt materiale til en mengde effektiv ved forebygging eller behandling av
en lidelse hvori en "lidelse" er enhver tilstand som vil ha nytte av behandling med
det biologisk aktive materialet. Dette inkluderer kroniske og akutte lidelser eller
sykdommer, inkludert de patologiske tilstander som predisponerer pattedyret til

den aktuelle lidelsen.

[0041] "Behandling" henviser til bade terapeutisk behandling og profylaktiske eller
forebyggende tiltak. De som trenger behandling inkluderer de som allerede har li-

delsen, samt de hvor lidelsen skal forebygges.

[0042] "Enhetsdosering" refererer til en beholder inneholdende en terapeutisk ef-

fektiv mengde av en sammensetning ifglge oppfinnelsen.

[0043] "Livskraftig" med hensyn til bakterier, refererer til evnen til 8 danne en ko-
loni pa et naeringsmedium egnet for vekst av bakterier. Levedyktighet, med hensyn
til virus, refererer til evnen til & infisere og reprodusere i en egnet vertscelle, f.eks.

som resulterer i dannelse av et plakk pa en plen med vertsceller.
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KORT BESKRIVELSE AV TEGNINGENE

[0044] Figur 1 er et diagram over temperatur og trykk i forhold til tid under en ek-

semplarisk skumtgrkeprosess.

[0045] Figur 2A til 2D er fotografiske bilder av en sammensetning av skun som fry-

setgrkes i glassampuller.

[0046] Figur 3 viser faseovergangene til FluMist™ A/Sydney influensavirusvaksine

ved bruk av Fourier-transformert infrargd spektroskopi (FTIR).

[0047] Figur 4 viser tap av prosessaktivitet (viral titer) for B/Harbin influensavirus-
vaksine etter frysetgrking av skumprosess der tgrking ble utfgrt ved 10 °C, 15 °C
og 20 °C.

[0048] Figur 5 viser stabilitetstrenden for B/Harbin influensavirusvaksine som er
utsatt for frysetgrking av skumprosess der primaertgrking ble utfgrt ved 10 °C, 15
°C og 20 °C.

[0049] Figur 6 viser stabilitetstrenden for styrke av skumtgrket B/Ann Arbor influ-

ensavirus ved lagring ved 37 °C og 50 °C.

[0050] Figur 7 viser stabilitetstrender for tre ulike stammer av influensavirusvaksi-

ne skumtgrket i sammensetning AVS53.

[0051] Figur 8 viser rgntgendiffraksjonsdata og et elektronmikroskopbilde som vi-

ser den amorfe natur en skumsammensetning ifglge oppfinnelsen.

[0052] Figur 9 viser et diagram over prosesstemperaturer og kumulativt tap av le-
vedyktighet for en fryse/skum-prosess som slutter med et 33 °C sekundeert tgrke-

trinn.

[0053] Figur 10 viser et diagram over levedyktighet til listeria ndr vann fijernes i en
fryse/skum-prosess. Sekundaertgrking ved en lavere temperatur ga 10 ganger bed-
re levedyktighet i et tgrt skum med mindre enn 5 prosent restfuktighet enn for

samme materiale sekundeert tgrket ved en hgyere temperatur.
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[0054] Figur 11 er et skjematisk diagram over et eksempelsystem for lav tempera-

tur frysetgrking av skum.

[0055] Figurene 12A og B viser diagrammer som viser fordelene for mikrobeleve-
dyktighet ved lavtemperatur sekundaertgrking sammenlignet med tgrking ved mo-

derat temperatur.

[0056] Figur 13 er et diagram som viser hvordan trinnvise sekundaere tgrketempe-
raturer kan redusere endelig fuktighetsnivd og samtidig gke levedyktighet i forhold

til ikke-trinnvise prosesser.
[0057] Figur 14 presenterer et diagram som viser bevis for at levedyktighet til mik-
rober ved fryse/skum-tgrking ikke pavirkes vesentlig av hvorvidt skummatrisen

opplever en ikke-glasstilstand.

DETALJERT BESKRIVELSE

[0058] Fremgangsmaten ifslge foreliggende oppfinnelse kan gi langtidslagring av
bioaktive materialer, som f.eks. peptider, proteiner, nukleinsyrer, antistoffer, vak-
siner, bakterier, virus, liposomer, blodplater og/eller cellesuspensjoner, i en glass-
aktig matrise av et tgrt skum. Fremgangsmatene ifglge oppfinnelsen gir en tgrr

skum-preserveringssammensetning i henhold til fremgangsmaten ifglge krav 1 heri.

I fremgangsmater, f.eks. spesielt godt egnet til preservering av bioaktive materialer
omfattende lipidmembraner, kan det bioaktive materialet sammensettes til en sus-
pensjon med beskyttende midler, forkjglt, holdt ved en temperatur naer faseover-
gangstemperaturen til membranen for & la de beskyttende midlene penetrere
membranen fgr ekspandering av sammensetningen til et skum, tgrket i et tynt
skumlag, tgrket ved sveert lave trykk, og tgrket ved en lav sekundeer tgrketempe-

ratur, f.eks. naer romtemperatur.

[0059] Tap av mikroorganismelevedyktighet i skum/tgrkeprosesser kan skyldes en
kombinasjon av hgye skjeerkrefter, kavitasjon ved koking, oksyderingsstress og
andre overflate mikro-miljgpakjenninger av skumming, frysing og fryse/tine-
pakjenninger, temperatur- og uttgrkingspakjenninger. I et overraskende resultat,

har vi for noen virus og bakterier i seerdeleshet, funnet at temperaturpdkjenningen,
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seerlig ved det sekundzere tgrketrinnet, kan vaere en vesentlig &rsak til log dgd.
Dette, selv om de samme tgrketemperaturene ikke var s3 skadelige i sammenheng
med standard ikke-skum lyofiliseringer. Derfor har vi utviklet unike systemer og

metoder for & beholde levedyktighet gjennom fryse/skum-lyofiliseringsprosesser.

METODER FOR PREPARERING AV STABILT T@ORT SKUM

[0060] Metoder for fremstilling av stabilt tgrt skum for preservering av bioaktive
materialer omfatter, generelt, f.eks. preparering av en sammensetning som kombi-
nerer det bioaktive materialet med en polyol og/eller polymer i en opplgsning eller
suspensjon, redusere trykket til sammensetningen for 8 initiere skumming, frysing
av skummet, primaertgrking av skummet etter lyofilisering og sekundaertgrking av
skummet til 10 prosent restfuktighet eller mindre ved en temperatur pa omtrent 25

°C eller mindre.

[0061] I foretrukne utfgrelsesformer for preservering av levedyktige virus og/eller
mikroorganismer, som bakterier, skum/tgrkeprosessen inkluderer, f.eks. & holde en
sammensetning av mikroorganismer og en polyol ved en temperatur rundt fase-
overgangstemperaturen til mikroorganismens membraner. Sammensetningen blir
kjglt til omkring 10 °C ved frysing fgr sammensetningen ekspanderes til et skum
ved reduksjon eller det atmosfeaeriske trykket under omgivende trykkforhold. Tap av
latent varme og/eller miljgkjgling fryser skummet. Skummet opplever forelgpige
tarking ved lyofilisering til omtrent 60 % eller 75 % fast stoff, eller mer. Sekundaer-
torking utfgres i et miljg med en temperatur over frysepunktet. Under hele eller
mesteparten av den sekundeere tgrkefasen, kan det veaere foretrukket at skummet
forblir frosset og/eller under glassovergangstemperaturen (Tg) til skummet. Se-
kundaertgrking er typisk fullfgrt nar restfuktigheten er redusert til omtrent 10 pro-

sent eller mindre, fortrinnsvis omtrent 5 prosent fuktighet.

[0062] I en utfgrelsesform, blir for eksempel en sammensetning av bioaktivt mate-
riale, polyol og/eller polymer, i et Igsningsmiddel, utvidet til et skum under et trykk
pd& mellom omtrent 200 Torr og omtrent 25 Torr fgr stabilisering og terking av
skummet. Denne utfgrelsesformen skiller seg fra kjent teknologi omtalt ovenfor,
f.eks. ved at det ikke kreves et kraftig vakuum (trykk 24 Torr eller mindre) for a
oppnad tilstrekkelig skumekspandering. I denne utfgrelsesformen kan tilstrekkelig
skumming oppnas ved hgyere trykk fordi fremgangsmatene ifglge oppfinnelsen gir

skumekspansjon, f.eks. fra avgassing av mettede gasser fra sammensetningen, ko-
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king av Igsemidler med hgyt damptrykk fra sammensetningen, gassdannende kjemi
og/eller utvidelse av bobler injisert eller fanget i sammensetningen. Sammenset-
ninger til denne utfgrelsesformen kan f.eks. vaere foravkjglt og/eller miste vesentlig
latent varme under ekspansjon av skum eller tgrking som f.eks. eventuelt fgrer til
frysing og/eller lyofilisering av skummet. Etter at det primaere tgrketrinnet er full-
fgrt, kan det stabiliserte tgrre skumet holdes, f.eks. ved sekundeere tgrketempera-

turer ved trykk under 50 mTorr, for & avslutte tgrkingen av formuleringen.

[0063] I en annen utfgrelsesform, er det et skummiddel til stede i sammensetning-
en, f.eks. for & gi skumekspandering og/eller kontroll med eller uten koking. For
eksempel, kan en sammensetning inneholdende et skummiddel, et bioaktivt mate-
riale, og en polyol og/eller polymer, bli utsatt for et redusert trykk hvorved sam-
mensetningen blir ekspandert til et skum (ved virkningen av skummidlet), stabili-
sert og tgrket . Skummidlet kan vaere, f.eks. gass i opplgsning i sammensetningen,
et Igsemiddel med hgyt damptrykk (flyktig), et karbonat, et aktivt metall, en direk-
te elektrisk strgm, en suspensjon av fine gassbobler, og/eller lignende, som

beskrevet nedenfor i avsnittet om skumming av sammensetningen.

En membran-faseovergangstemperatur er den temperatur ved hvilken lipidmemb-
ran gar over fra en flytende (hgy mobilitet) fase til en stivere gel-krystallinsk fase.
Det er postulert at fordi lipidmembraner har en tendens til & vaere gjennomtrengeli-
ge for passiv diffusjon av ekstern miljg ved lipidbilagets karakteristiske faseover-
gangstemperatur, er det en mate a laste stabilisatorer/beskyttende midler til celler,
bakterier eller virus med preinkubering med slik faseovergang.) Trykket kan deret-
ter reduseres, f.eks. & koke sammensetningen og produsere et skum. Vann kan
raskt g tapt fra sammensetningen, sammen med latent varme, noe som resulte-
rer, f.eks. ved frysing av skummet. Vann fortsetter & ga tapt, f.eks. ved sublime-
ring i lgpet av flere minutter for 8 gi en i det vesentlige tgrr skumsammensetning.
Temperaturen kan varmes, f.eks. for @ drive bort ytterligere restfuktighet og vann

for hydrering for a forbedre den fysiske og/eller kjemiske stabilitet til tgrt skum.

[0064] Figur 1 viser et eksempel pd fryse/tgrkeprosessen for skum ifslge oppfinnel-
sen. Overlagret pd et diagram over vakuumkammer-temperaturer og trykk i forhold
til tid er fotografiske bilder av sammensetninger som inneholder et innhyllet virus
pd ulike stadier av tgrking. Kammertemperaturlinje 11 indikerer temperaturen i va-
kuumkammeret under fryse-skummeprosessen. Kammertemperaturen holdes om-

trent pd faseovergangstemperaturen til viruset, eller omtrent 15 °C, gjennom pe-
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netreringstrinnet 12, skummetrinnet 13 og innledende (primaert) tgrketrinn 14.
Kammertemperaturen var trappet opp til torketemperaturer pa ca 33 °C under se-
kundeer tgrkefase 15. Kammertrykk linje 16 forblir pa eller over atmosfaerisk trykk
under penetreringstrinnet, synker til omtrent 2500 mTorr under skummetrinnet,
omtrent 250 mTorr under det innledende tgrketrinnet, og omtrent 50 mTorr under
det sekundeere tgrketrinnet. Ampulletemperaturlinjene 17 representerer temperatu-
rene malt fra termoelementer plassert i sammensetningene i representative ampul-
ler under prosessen. Ampullene holder membran-faseovergangstemperaturen un-
der penetreringstrinnet men kjgles plutselig nar trykket faller i Igpet av skumme-
trykket p& grunn av tap av latent varme ved fordampning og sublimering av vann
fra sammensetningen. Ampulletemperaturene stiger gradvis til neer kammerets tgr-
ketemperaturer ettersom raten med restfuktighetstap reduseres i det sekundaere

torketrinnet.

[0065] Figurene 2A til 2D viser fotografiske bilder av representative ampuller med
sammensetning under stadier av frysetgrking av skummet. I figur 2A begynner
vaeskesammensetningen i bunnen av ampullen @ koke ettersom trykket i kammeret
begynner & falle. I figur 2B har en skummende matrise begynt & stabilisere seg nar
den tykner med tap av vann og lavere temperaturer. I figur 2C, er skummet frosset
og har mistet det meste av vannet fra det opprinnelige tgrketrinnet. Figur 2D viser

tarrskum glassaktig matrise godt inne i det sekundzere tgrketrinnet.

[0066] En sammensetning kan omfatte et levende svekket influensavirus som
bioaktivt materiale i en Igsning av 40 % sukrose, 5 % gelatin, 0,02 % Pluronic F68,
og en pH 7,2 fosfatbuffer. Sammensetningen alikvoteres i sterile 10 ml silikoniserte
ampuller og foravkjglt til 15 °C (omkring faseovergangstemperaturen til virusets li-
pidkapsel, se figur 3) i omtrent 30 minutter. Trykket reduseres hurtig til omtrent 50
mTorr i omtrent en halv time for @ generere skummet med isnuklering og full isut-
bredelse. Etter innledende skumming og frysing, gir issublimering og fordamping et
fysisk stabilt skum. (Et slikt skum kan bli generert ved vakuum mellom omtrent
400 Torr og 7,7 Torr eller mindre, eller 2,5 Torr til omtrent 50 mTorr, nar sammen-
setningen inneholder skummidler). Temperaturen gkes til omtrent 33 °C i omtrent
2 dager i et sekundaert tgrketrinn for & redusere restfuktighet til sammensetningen
til et gnsket nivd. Ampullene er aseptisk forseglet for 8 holde ut kontamineringer og

fuktighet for stabil lagring.

Preparering av_en sammensetning
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[0067] Sammensetningene ifglge oppfinnelsen kan f.eks. omfatte et bioaktivt ma-
teriale satt sammen som en Igsning eller suspensjon som inneholder en polyol, po-
lymer, skummiddel, overflateaktivt stoff og/eller en buffer. Sammensetningens ing-
redienser kan kombineres i en sekvens ved hjelp av teknikker tilpasset bestandde-
lene, slik det vurderes av fagfolk innen bransjen. For eksempel kan polymerene
og/eller hgye konsentrasjoner av polyoler bli opplgst i en oppvarmet vannholdig
Igsning med omrgring fgr avkjgtling og innblanding med det bioaktive materialet.
Det bioaktive materialet, som et virus eller en bakterie, kan f.eks. vaere konsentrert
og separert fra vekstmedier ved sentrifugering eller filtrering fgr resuspendering i

sammensetningen.

[0068] Det bioaktive materialet kan f.eks. vaere et materiale av interesse som gir
en type bioaktivitet, f.eks. som enzymatisk aktivitet, lagring av genetisk informa-
sjon, en affinitetsinteraksjon, induksjon av immunresponser, cellulaer multiplisering,
infeksjon, inhibering av cellevekst, stimulering av cellevekst, terapeutiske effekter,
farmakologiske effekter, antimikrobielle effekter og/eller lignende. For eksempel
kan de bioaktive materialene vaere enzymer, antistoffer, hormoner, nukleinsyrer,
bakterier, virus, liposomer, blodplater, andre celler ogeller lignende. Det bioaktive
materialet kan f.eks. vaere levende celler og/eller levedyktige virus. Det bioaktive
materiale kan f.eks. vaere ikke levende celler eller liposomer nyttige som vaksiner
eller leveringsmidler for terapeutiske midler. Virale bioaktive materialer ifglge opp-
finnelsen kan f.eks. vaere levende virus og svekkede levende virus som, influensavi-
rus, parainfluensa-virus, AAV, adenovirus, respiratorisk syncytielt virus, herpes
simplex-virus, cytomegalovirus, SARS-virus, medlemmer i koronavirusfamilien,

menneskelig metapneumovirus, Epstein-Barr-virus og/eller liknende.

[0069] De beskyttende midlene til metodene kan f.eks. inkludere noen av en rekke
polyoler. For eksempel, polyolen, som sukrose, kan fysisk omgi det bioaktive mate-
rialet for 8 fremme opprettholdelse av molekylaer struktur gjennom tgrkeprosessen
og gi strukturell stivhet til den glassaktige matrisen i tgrr tilstand. Andre funksjoner
til polyolen kan f.eks. inkludere & beskytte det bioaktive materialet ved eksponering
for skadelig lys, oksygen, fuktighet og/eller lignende. For eksempel kan polyolen,
som sukrose, fysisk omringe og beskytte det bioaktive materialet ved eksponering
for skadelig lys, oksygen, fuktighet og/eller lignende. Polyolene kan f.eks. erstatte
vann til hydrering tapt under tgrking, for & hindre denaturering av biomolekyler til

materialet. I metodene ifglge oppfinnelsen kan polyoler f.eks. gi et fortykningsmid-
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del med fasthet til 8 fremme dannelse og stabilisering av bobler som danner den
torre skumstrukturen til preserveringsmiddelsammensetningene. Selv om oppfin-
nelsen ikke er begrenset til noen spesielle polyoler, kan sammensetningen og
skumpreparatene inkludere f.eks. sukrose, trehalose, sorbose, melezitose, sorbitol,
stachyose, raffinose, fruktose, mannose, maltose, laktose, arabinose, xylose, ribo-
se, rhamnose , galaktose, glukose, mannitol, xylitol, erytritol, threitol, sorbitol, gly-
serol, L-gluconat og/eller lignende. De fleste polyoler kan lett opplgses for blanding
i sammmensetningen i mengder som f.eks. strekker seg fra omtrent 1 vektprosent
til omtrent 45 vektprosent, omtrent 2 vektprosent til omtrent 40 vektprosent, eller

omtrent 5 vektprosent til omtrent 20 vektprosent.

[0070] Polymerer kan inkluderes i sammensetningene til metoden, f.eks. for 3 gi
beskyttende fordeler og/eller strukturell stabilitet til skummet. Som med polyoler,
kan polymerer f.eks. gi fysisk og kjemisk beskyttelse til de bioaktive materialene.
Polymerene kan ofte f.eks. gi mer tyknende viskositet etter vekt til sammenset-
ningene enn enkle polyoler. De linezere eller forgrenete trddene til polymerer kan
f.eks. gi gkt strukturell styrke til de tgrkede skumsammensetningene ifglge oppfin-
nelsen. Mange polymerer er f.eks. sterkt opplgselig i vann, slik at de ikke i vesentlig
grad hindrer rekonstituering av tgrt skum. Beskyttende midler av polymer kan i
metodene ifglge oppfinnelsen f.eks. omfatte hydrolysert gelatin, ikke-hydrolysert
gelatin, vannlgselige polymerer som polyvinylpyrrolidon, ovalbumin, kollagen,
chondroitinsulfat, et sialaert polysakkarid, aktin, myosin, mikrotubuli, dynein, kine-

tin, humant serumalbumin og/eller liknende.

[0071] Skummidler kan f.eks. veere sammensetningsbestandeler som kan medfgre
ekspansjon av sammensetningen i et skum ved bruk av redusert trykk. Skummidler
kan f.eks. vaere sma bobler suspendert i sammensetningen, som kan utvides ved
bruk av redusert trykk og/eller bestanddeler som er i stand til @ generere gassbob-
ler i sammensetningen. Skummidler kan f.eks. vaere gasser i lgsning, gassdannen-
de kjemikalier, lettkokende lgsningsmidler, fangete eller suspenderte bobler, inji-

sert bobler og/eller lignende.

[0072] Overflateaktive midler kan inkluderes i sammensetninger i henhold til meto-
dene for f.eks. @ gi gkt opplgselighet til andre sammensetningsbestanddeler, be-
skyttelse mot overflatespenningsindusert denaturering av visse biomolekyler under

skummingen, boblestabilisering, raskere rekonstituering og/eller lignende. De over-
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flateaktive midlene kan f.eks. vaere egnete ioniske eller ikke-ioniske vaskemidler,

doble overflateaktive midler, pluroniske overflateaktive midler og/eller lignende.

[0073] Buffere kan settes til sammensetningene i henhold til metoden, f.eks. for 3
gi en passende stabil pH til sammensetninger i henhold til metoden og ifglge opp-
finnelsen. Typiske buffere til oppfinnelsen omfatter, f.eks. kaliumfosfat, natriumfos-
fat, natriumacetat, histidin, imidazol, natriumcitrat, natriumsuksinat, ammoniumbi-
karbonat og/eller et karbonat. Bufferne kan justeres til passende syre og saltformer
for f.eks. @ gi pH-stabilitet i omradet fra omtrent pH 4 til omtrent pH 10. En pH

neert ngytralt, som f.eks. pH 7,2, er foretrukket for mange sammensetninger.

[0074] Andre eksipienter kan inkluderes i sammensetningen. For eksempel kan
aminosyrer, som arginin og metionin, vaere bestanddeler av sammensetningen og
preparater. Aminosyrene kan f.eks. fungere som zwitter-ioner som blokkerer ladede
grupper pa behandlingsoverflater og lagringsbeholdere for @ hindre uspesifikk bin-
ding av bioaktive materialer. Aminosyrene kan gke stabiliteten til preparater f.eks.
ved 3 jakte pa oksidasjonsmidler, jakte p& de-amideringsmidler, og stabilisere kon-
formeringen av proteiner. I et annet eksempel kan glycerol inngd i preparatene
ifslge oppfinnelsen, f.eks. for @ fungere som en polyol og/eller mykner i den tgrke-
de skumsammensetningen. EDTA kan inkluderes i preparatet, f.eks. for & jakte pa

metallioner som kan initiere gdeleggende kjemi med frie radikaler.

Kjgling av_ sammensetningen

[0075] Sammensetningene ifglge oppfinnelsen kan kjgles fgr skumekspandering,
skumstabilisering, frysing og/eller tgrking, for & gi fordeler, som f.eks. stabilisering
av bioaktivitet, fortykkelse av sammensetningen, forbedret penetrering av sam-
mensetningsbestanddeler gjennom membraner, og/eller frysing av sammenset-

ningen fgr lyofilisering.

[0076] Kjgling kan skje med enhver egnet teknikk som er kjent innen bransjen. For
eksempel, kan kjgling vaere ved kontakt og ledning med nedkjglt maskinvare, kon-
takt med strammer av kalde veesker, tap av latent varme og/eller lignende. Vanlig-
vis blir sammensetninger holdt i glassbeholdere pd metalstativer i et temperatur-
styrt prosesskammer der temperaturen utjevner seg til den styrte temperaturen.

Kammeret kan f.eks. omfatte trykkstyringsmuligheter, slik at kjgling kan bli drevet
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ved av tap av latent varme fra fordampning eller sublimering av Igsemidler i sam-

mensetningen.

[0077] Sammensetningene ifglge oppfinnelsen kan f.eks. vaere foravkjglt til fase-
overgangstemperaturen til lipidmembraner forbundet med biologisk materiale for &
forbedre penetrering av beskyttende midler. Lipid-bilag til biologiske membraner,
og monolag av noen liposomer, kan eksistere i en fluidfase ved temperaturer over
hovedfaseovergangstemperaturen (Tm) og som en krystallinsk fase ved temperatu-
rer under Tm. Fluidfasemembraner og krystallinfasemembraner kan presentere en
kontinuerlig hydrofob barriere for penetrering av hydrofile molekyler. Uten & vaere
bundet av noen spesiell teori, er det antatt at ved temperaturer i naeerheten av Tm,
kan transmembrane defekter eksistere pd grensene mellom regionene av flytende
og krystallinske faser pa en lipidmembran. Slike transmembrane defekter kan gi gkt
permeabilitet for hydrofile molekyler, som mange av de beskyttende midlene ifglge
oppfinnelsen. Videre, fordi sammensetningen har et hgyt innhold av faste stoffer,
produseres en kjemisk gradient som ytterligere driver opplgsninger, som beskyt-
tende midler, inn i membranen. Nar fuktighet senere blir fjernet fra sammenset-
ningen, kan de beskyttende midler bli beholdt pa stabiliserende nivaer innenfor vo-
lumet avgrenset av membranen. Forbedret prosesstabilitet og lagringsstabilitet for
virus utsatt for beskyttende midler ved membran-faseovergangstemperatur (se fi-

gur 3) er vist henholdsvis i figurene 4 og 5.

[0078] Tm for mange lipidmembraner er over frysepunktet og glassovergangstem-
peraturer (Tg) til sammensetningene. Dette tillater tydelig diffusjon av beskyttende
midler i flytende lgsning gjennom lipidmembraner pa omtrent deres Tm. For ek-
sempel forblir en 40 % opplgsning av sakkarose flytende for effektiv penetrering av
en celle ved en typisk membran-Tm pa 15 °C. @kt permeabilitet av beskyttende
midler i flytende Igsning gjennom membraner i faseovergang kan beskytte biologis-

ke molekyler innenfor membranens lukkede volum.

[0079] Tm for en membran kan bestemmes, f.eks. med Fourier Transformed Infra-
red (FTIR) mikroskopi, bgyestivhetsmetoder, ioniske permeabilitetsstudier og lig-
nende. Sammensetninger av bioaktive materialer med lipidmembraner kan f.eks.
holdes ved temperaturer pd mellom omtrent 0 °C til omtrent 70 °C, omtrent 2 °C
til omtrent 45 °C, omtrent 12 °C til 16 °C, eller omtrent 15 °C. Skum med levende
influensavirus tgrket ved den antatte faseovergangstemperaturen pd 15 °C (se fi-

gur 3) ble funnet 8 vaere mer motstandsdyktig mot prosess-relaterte tap av styrke
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(se figur 4), og oppviste betydelig bedre langtidsstabilitet ved romtemperatur enn
for skum tgrket ved 10 °C og 20° C (se figur 5). Sammensetninger kan bli holdt pa
Tm & tillate tilstrekkelig penetrering av beskyttende midler. For eksempel kan
sammensetninger bli holdt p% lipid-membranens Tm i omtrent 10 til omtrent 60 mi-

nutter, eller omtrent 30 minutter.

Skumme sammensetningen

[0080] Foaming kan f.eks. skyldes oppsamling av gasser som frigis fra sammen-
setningen og/eller ekspandering av eksisterende bobler i suspensjon. For eksempel,
nar gasstrykket over sammensetningen blir redusert, kan kokepunktet til lgsemid-
del-bestanddeler synke under temperaturen til sammensetningen, noe som resulte-
rer i hurtig fordampning eller koking av Igsemidlet. Betydelig bobling kan ogsa opp-
std i sammensetningen nar f.eks. trykket reduseres under partialtrykket til gasser
opplgst i Igsemidlet, noe som resulterer i bobler fra avgassingen. Bobledannelse
kan induseres kjemisk. Alternativt kan bobling induseres fysisk ved & innfgre en

gass gjennom bunnen av beholderen, f.eks. slik som gjennom fritte-glass.

[0081] Ekspandering av sammensetningen til et skum kan f.eks. skje ved utvidelse
av bobler i sammensetningen ved reduksjon av pafert trykk. Boblene kan f.eks.
vaere foreksisterende, injisert og/eller bli generert in situ. Boblene kan f.eks. veaere
suspendert i sammensetningen fgr ekspandering, injisert i sammensetningen fgr el-
ler under ekspanderingen, eller generert ved koking, avgassing, eller gassdannende
kjemiske reaksjoner. Sammensetningens bestanddeler, f.eks. inkludert for & frem-
me ekspandering av sammensetningen til et skum, kan vaere skummidler ifglge

oppfinnelsen.

[0082] Ekspandering av sammensetningen kan f.eks. resultere fra koking av sam-
mensetningen. Koking oppstar f.eks. ved kokepunktet til et Igsemiddel, eller nar
damptrykket til et Igsemiddel i sammensetningene overskrider omgivelsestrykket.
Kokingen kan f.eks. styres ved & justere temperaturen til sammensetningene (hgy-
ere temperaturer gir hgyere damptrykk) og/eller ved 8 justere det pafgrte trykket.
Vanligvis kan sammensetningene til oppfinnelsen kokes under redusert trykk (va-
kuum eller trykk mindre enn atmosfaerisk) for 8 gi en redusert koketemperatur som
bidrar til stabiliteten til bioaktive materialer. Sammensetninger som omfatter et Ig-

semiddel med et lavt kokepunkt (eller hgyt damptrykk) kan koke ved lavere tempe-
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raturer. For eksempel kan inkludering av visse alkoholer, etere, fluorkarboner

og/eller liknende, gi senkede kokepunkter for sammensetningene til oppfinnelsen.

[0083] Avgassing kan f.eks. gi ekspandering av sammensetningen til et skum. Gas-
ser kan diffunderes og opplgses i flytende Igsemidler inntil en likevekt etableres
mellom partialtrykkene til gasser i vasken og omgivende atmosfaere. Hvis trykket
til den omgivende atmosfeeren f.eks. plutselig faller, kan gassene unnslippe vaesken
raskt, slik at den bobler. For eksempel, nar en vannholdig Igsning, som er blitt ekvi-
librert med en gass ved atmosfaerisk trykk, blir eksponert for et redusert trykk, kan
gassbobler dannes pd veggene i beholderen eller kan bryte ut fra Igsning som en
"brusing". Dette er ikke koking, men frigjgring av opplgste gasser fra lgsningen, el-
ler avgassing. Hvis trykket senkes ytterligere, kan gassene i hovedsak bli fjernet fra
Igsningen. Eventuelt, avhengig av lgsemidlet, temperaturen og trykket, kan lgse-
midlet til Igsningen starte @ koke. Sammensetninger til oppfinnelsen kan ekspande-
res til skum under redusert trykk ved avgassing. Sammensetningene kan ekspone-
res for gasser ved egnede trykk, som for eksempel én atmosfaere (omtrent 760
Torr ved havnivd) til omtrent 500 atmosfaerer, for a8 drive gasser inn i sammenset-
ningene. Hvor gassen har ekvilibrert med sammensetningen ved hgye trykk (mer
enn 1 atmosfaere) trenger ikke det reduserte trykk som gir utvidelse 8 vaere et va-
kuum (mindre enn 1 atmosfaere). Hvor gassen har ekvilibrert med sammensetning-
en ved omgivende trykk, eller lavere, kan det reduserte trykket som initierer eks-
pandering av bobler f.eks. vaere et vakuum. Gasser som kan fungere som skum-
midler ifglge oppfinnelsen kan veere hvilke som helst som er kjent innenfor bran-
sjen, som, luft, nitrogenoksid, nitrogen, oksygen, hydrokarboner med lav molekyl-

vekt, inerte gasser, karbondioksyd og/eller lignende.

[0084] Kjemiske reaksjoner som f.eks. genererer en gass, kan gi ekspandering av
sammensetningen til et skum. Skummidler ifglge oppfinnelsen kan f.eks. veere
kjemikalier involvert i gassgenererende kjemiske reaksjoner, som vil bli forstatt av
fagfolk innen bransjen. For eksempel, kan et karbonat i sammensetningen reagere
med en syre for @8 produsere CO2 gass. I andre reaksjoner kan f.eks. aktive metal-
ler, som natrium eller litium, i neervaer av vann reagere for 3 gir hydrogengass.
Elektrolytiske reaksjoner som bruker direkte elektrisk strém kan f.eks. brukes til &
gi hydrogen- og/eller oksygengass ved elektrodene. Gasser som genereres i sam-
mensetningen kan f.eks. ekspanderes adiabatisk eller under konstant trykk for &

ekspandere sammensetningen til et skum. Alternativt kan gasser som genereres
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kjemisk i sammensetningen ekspanderes ved reduksjon av det pafgrte trykket for &

ekspandere sammensetningen til et skum.

[0085] Bobler kan inkorporeres i sammensetninger, f.eks. gjennom mekaniske pro-
sesser. Sammensetninger kan bli ekspandert til skum, f.eks. etter tvungen inkorpo-
rering av gassbobler i sammensetningen og/eller ved ekspandering av injiserte sma
bobler ved redusert trykk. For eksempel kan bobler bli omrgrt, pisket, homogeni-
sert, blast, stralt, aggitert, sonikert, spiralblandet og/eller lignende, inn i sammen-
setningen. Etter innfgring, f.eks. i viskgse sammensetninger ifglge oppfinnelsen kan
boblene forbli suspendert i en matrisestruktur i lange tidsperioder. Suspenderte
bobler kan f.eks. bli ekspandert ved bruk av redusert trykk og/eller stabilisert ved
torking eller kjoling av sammensetningen. I en utfgrelsesform kan sma bobler
(f.eks. 0,01 til 0,1 til 1 mm i diameter) bli introdusert i en sammensetning av kraf-

ten til en trykksatt gass gjennom en filtermembran.

[0086] Skumming kan igangsettes eller ekspandert ved & redusere trykket over
sammensetningen. Skumming kan f.eks. vaere resultatet fra avgassing av gasser
fra sammensetningen, utvidelse av sma inkorporerte bobler og/eller koking av lg-
semidlet. De utslippende gassene kan bli fanget, f.eks. ved de viskgse beskyttende
midlene og/eller overflateaktive stoffene i sammensetningen. Skummetrinnet kan
f.eks. resultere i innledende tgrking i sammensetningen, fortykning og strukturell

stabilisering og/eller frysing av skummet.

[0087] Fremgangsmater for preservering av bioaktive materialer med lipidmemb-
raner omfatter f.eks. en kombinasjon av forkjgling til en faseovergangstemperatur
og vakuumbetingelser som kan resultere i frysing av sammensetningen. Fordi fry-
sing kan veaere en vesentlig arsak til skader pa protein (og membran) under fryse-
torking, er dagens teknologi basert pa bruk av hgyere trykk (f.eks. -100 Torr eller
mer), konsentrerte lgsninger og/eller hgyere initielle temperaturer for @ forhindre
frysing. Bruken av sammensetninger som inneholder forskjellige cryoprotective
midler og prosessparametrene ifglge oppfinnelsen kan cryobeskytte bioaktive pro-
teiner og/eller membraner om frysing skjer under skum-ekspanderings-, skum-

stabiliserings- eller tgrkestadier til prosessen.

[0088] Fodamping av Igsemiddel fra sammensetningen kan gi akselerert innledende
torking av sammensetningen under vakuum. Koking av Igsemiddel gker hastigheten

pd innledende tgrking av sammensetningen, f.eks. ved rask overfgring av lgsemid-
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let ut av sammensetningen, konvektiv gjennomrgring av sammensetningen, og ved
& gke overflatearealet. I mange tilfeller, er det gnskelig ikke & koke sammenset-
ningen fordi bobler kan vaere for store eller sammensetningen kan sgles ut fra be-

holderen.

[0089] Nar fordampningen fortsetter, kan skumstrukturen bli stabilisert. Nar Igse-
midlet drives ut fra sammensetningen, kan beskyttende midler i Igsningen bli kon-
sentrert og tykkere. Fordampning av lgsemidlet og tap av latent varme kan kjgle
sammensetningen. P8 et tidspunkt, kan de avkjglte og konsentrerte beskyttende
midlene nd sin glassovergangstemperatur og slutte 8 flyte som en vaeske. Tap av
latent varme kan medfgre frysing av sammensetningen. Vanligvis kan frysing skyl-
des varmefjerning gjennom kontakt med kjglte overflater og/eller kjglt atmosfeere.
Den glassaktige og/eller frosne sammensetningen kan preservere en stabil skum-
struktur. En @pen celle skumstruktur kan skaffes hele veien, f.eks. ved 38 gi en etset
glass bunn til oppbevaringsbeholderen for & fremme bobledannelse ved bunnen av
beholderen. Bobler som gar opp gjennom den tykknende sammensetningen kan
danne sammenkoblede &pninger til et skum med apne celler. Skum med apne cel-
ler kan ogsa fremmes ved rask tgrking og fortykkelse som hindrer sedimentering av
boblefri sammensetning eller dannelse av en tettende hud over sammensetningen.
Skum med apne celler kan forkorte sekundaere tgrketider og rekonstitueringstide-

ne.

[0090] Skumming kan pavirkes av forhold som f.eks. typer og konsentrasjoner av
sammensetningsbestanddeler, sammensetningstemperaturer, anvendte trykkniva-
er, frekvensen for trykkforandringer og/eller lignende. For eksempel kan tilstede-
vaerelse av overflateaktive midler eller fortykningsmidler stabilisere bobler for et
mindre tett skum. I et annet eksempel kan f.eks. erstatning av tapt latent varme
ved oppvarming av prosesskammeret, forlenge koking av Igsemidlet. I et annet ek-
sempel, kan lavere trykk gi mer energisk eller kontinuerlig koking og/eller ekspan-
sjon. Trykket kan reduseres, f.eks. til mindre enn omtrent 400 Torr, omtrent 200
Torr eller mindre, mellom omtrent 100 Torr og omtrent 25 Torr eller mindre, mel-
lom 25 Torr og 7,7 Torr eller mindre, eller mellom 2500 mTorr og omtrent 50
mTorr, eller omtrent 25 mTorr eller mindre, for & produsere gnsket skumming
og/eller frysing i metodene ifglge oppfinnelsen. Vakuumet kan opprettholdes i ca 1
time eller omtrent 2 timer, f.eks. for & fullfgre skummingen, skumstabiliseringen og

innledende tgrking av skummet.
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[0091] Initiell (dvs. primeer) tgrking i metodene ifglge oppfinnelsen kan f.eks. om-
fatte lyofilisering. N&r latent varme gar tapt uten utskifting eller varme ledes bort,
kan f.eks. frysepunktet til sammensetningen bli nddd. Nar ytterligere varme g%r
tapt pa grunn av fordamping, kontaktoverfgring og/eller sublimering, kan sammen-
setningen fryse og f.eks. stabilisere en skumstruktur. Initiell tgrking kan f.eks. fort-
sette ndr ekstra Igsemidler blir fjernet ved sublimering i vakuum. Sublimering en
og/eller fordampningen kan f.eks. bli dreve ved fjerning av lgsemiddel (fuktighet)

fra det gassformige miljget rundt skummet ved kondensering eller uttgrking.

Sekundezer tgrking

[0092] Sekundeaere tgrking av strukturelt stabilisert og initielt tgrket skum kan
f.eks. fjerne innesluttet Igsemiddel, eller vann fra molekylaer hydrering, for a8 gi et
preparat som er stabilt ved lagring i lengre perioder ved romtemperatur. Sekundaer
tarking kan f.eks. innebaere bruk av kalde til varme temperaturer i et kraftig vaku-
um over flere timer til dager. I foretrukne utfgrelsesformer for beskyttelse av
bioaktive materialer omfattende en livsform, har man funnet at levedyktigheten i
stor grad avhenger av temperaturmoderasjon f.eks. ved eller under romtemperatur

i det sekundeere tgrketrinnet.

[0093] For eksempel, kan varme bli tilsatt initielt torket skum & drive ut gjenvee-
rende Igsemiddel. For moderat oppvarming av skummet, kan varme tilfgres spar-
somt f.eks. for 3 erstatte latent varme fra fordampning eller sublimering, uten 3 til-
fgre vesentlige mengder ekstra varme, eller heve temperaturen av skummet. Var-
me kan f.eks. tilfgres gjennom oppvarming av atmosfaeren med redusert trykk,
som IR-lys, og/eller varme kan tilfgres skummet gjennom tilhgrende maskinvare,
for eksempel hyller, brett og glassampuller. Tgrketemperaturen kan f.eks. veaere
mindre enn glassovergangstemperaturen til gjenvaerende sammensetning for a
hindre kollaps av skumstrukturen. Metodene ifglge oppfinnelsen resulterer i en far-
masgytisk akseptabel, glassaktig matrise omfattende minst et biologisk aktivt ma-
teriale i den amorfe glassaktig matrisen. Den glassaktige matrisen kan vaere et fast
materiale danner storskala-skummatrisestrukturen til veggene rundt hule skum-
bobleceller. Fortrinnsvis er sammensetningen nesten helt tgrr. Vann eller annet
vannholdig Igsemiddel kan forbli i preparatet, men typisk blir det ikke igjen mer enn
10 % restfuktighet etter vekt.
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I foretrukne utfgrelsesformer for preserrvering av mikroorganismer og virus er den
sekundeaere tgrketemperaturen mindre enn 25 °C, 20 °C eller mindre. I en foretruk-
ket utfgrelsesform for sekundeaer tgrking av mikroorganismer, blir tgrketemperatu-
ren langsomt hevet fra primeere tgrkebetingelser sakte og kontinuerlig (f.eks. med
en temperaturgradientprofil) eller i en serie av sma trinn. Som anvendt heri omfat-
ter "tgrr", "tgrket" og "hovedsakelig tgrket" disse sammensetningene med fra om-
trent 0 % til omtrent 5 % vann. Fortrinnsvis vil den glassaktige matrisen ha et fuk-
tighetsinnhold fra omtrent 0,1 % til omtrent 3 % som malt ved hjelp av Karl Fisher-

metoden.

[0094] Et vakuum kan tilveiebringes i den sekundzere tgrkeprosessen for drive
mengden av vann som fjernes og/eller til & forflytt fijerningen til lavere restfukti-
ghetsnivder. Vakuumet under den sekundeere tgrkingen kan f.eks. vaere mindre
enn 400 Torr, mindre enn 100 Torr, mindre enn 2,5 Torr, mindre enn 500 mTorr,
mindre enn 100 mTorr, mindre enn 50 mTorr, eller fortrinnsvis omtrent 25 mTorr. I
foretrukne utfgrelsesformer for & preservere mikroorganismer, brukes relativt lave
trykk ved den sekundeaere tgrkingen, f.eks. mindre enn 10 Torr, mindre enn 1 Torr,
mindre enn 500 mTorr, mindre enn 100 mTorr, mindre enn 50 mTorr, og dermed
gkes hastigheten pa tgrkingen ved de lave temperaturene som benyttes. For beva-
ring av livsformer, er det foretrukket & drive sekundaer tgrking med svaert lave ab-

solutte trykk og & unngd hgye sekundaere tgrketemperaturer over lengre tid.

[0095] De resulterende produktet fra fryse/skum-tgrkeprosessen er generelt et
amorft, fast stoff (se figur 8), hvor det glassaktige eksipientmaterialet, f.eks.
sukrose, er i en amorf glassaktig tilstand og omgir det biologisk aktive materialet,
og hindrer dermed proteinutfolding og bremser signifikant molekylaere interaksjo-
ner eller kryssreaktivitet, grunnet sterkt redusert mobilitet av forbindelsen og andre
molekyler innenfor den glassaktige sammensetningen. Denne prosessen er blitt
postulert & opptre enten via mekanisk immobilisering av proteinet av det amorfe
glasset eller via hydrogenbinding til polare og ladede grupper pa proteinet, dvs. via
vannutskiftning, og dermed hindre tgrkeindusert denaturering og hemme ytterlige-
re nedbrytende interaksjoner. S8 lenge det glassaktige faststoffet er ved en tempe-
ratur under dens glassovergangstemperatur, og den gjenveerende fuktigheten som
forblir i hjelpestoffene er relativt lav, kan de labile proteinene og/eller bioaktivt ma-
teriale som inneholder lipidmembraner forbli relativt stabilt. Det bgr bemerkes at
det 8 oppnd en glassaktig tilstand ikke ngdvendigvis er en forutsetning for langtids-

stabilitet, da noen aktive ingredienser kan oppnd det bedre i en mer krystallinsk til-
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stand. Mens det er allment anerkjent at biomaterialer generelt er lettere & stabilise-
re nar torket til en amorf glassaktig tilstand, er det tilfeller hvor slike glassaktige
tilstander verken er ngdvendig eller tilstrekkelig for langsiktig preservering. Det er
viktig & merke seg at mekanismene tilskrevet stabilisering av biologisk materiale
kan veaere multifaktoriell og ikke begrenset til den amorfe egenskapen til pulvermat-
risen hvor den aktive bestanddelen er innkapslet. Stabilisering under prosessen
som er beskrevet her kan omfatte en rekke faktorer, inkludert, men ikke begrenset
til reduksjon i konformasjonell mobilitet og fleksibilitet til proteinsidekjeder og/eller
reduksjon i fritt volum som et resultat av innstgpingen, forbedring i den strukturelle
stivheten til matrisen, fysisk penetrering av stabiliseringsmidler, reduksjon i fase-
separasjon av eksipient fra den aktive bestanddelen, forbedring i graden av vann-
fortrengning ved & velge den optimale hydrogenbindingsdonoren. Sistnevnte er en
funksjon av affinitet og aviditet til hjelpestoffet for overflaten av proteinet, nuklein-
syrer, karbohydrater eller lipider som blir stabilisert. Generelt, s& lenge det faste
stoffet er ved en temperatur under dens glassovergangstemperatur, og den gjen-
veerende fuktigheten som forblir i hjelpestoffene er relativt lav, kan de labile protei-
nene og/eller bioaktivt materiale som inneholder lipidmembraner forbli relativt sta-
bilt.

Fylling og administrering

[0096] Sammensetningene kan f.eks. vaere fylt i beholdere fgr skumming og tgr-
king, eller alikvoteres i individuelle beholdere for bruk, som gnsket. Sammenset-
ninger kan f.eks. bli fylt i standard lyofiliseringsampuller av glass for prosessering
til stabilisert skum. Glassampullene kan vaere sterile med en etset bunn og en her-
metisk forseglbar propp. Bioaktive materialer ifglge oppfinnelsen kan f.eks. admi-
nistreres ved injeksjon av opplgsninger eller suspensjoner eller innanding av pul-

verpartikler av malt skum.

[0097] Sammensetningene beskrevet heri kan veaere stabile, dvs. at bevarer den bi-
ologiske aktivitet til det innkapslete biologisk aktive materialet og er kjemisk
og/eller fysisk stabile. Sammensetningene ble testet for stabilitet ved & utsette dem
for aldring ved forhgyet temperatur (f.eks. 37 °C) og 8 male den biologiske aktivi-
tet, kjemisk og/eller fysisk stabilitet til sammensetningene. Som et eksempel pa le-
vende svekket influensavirus vaksine (FIuMist™), viser tesultatene av disse studie-
ne at viruset formulert i disse sammensetningene var stabilt i minst en maned ved

50 °C og i mer enn tre maneder ved 37 °C (se figur 6). Stabilitet er definert som
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tiden for tap av styrke med én log fluorescent focus unit/ml (FFU/ml). Ved 25 °C
var levende influensavirus stabilt i mer enn ett &r (se figur 7). Slike formuleringer
er stabile selv ved hgye konsentrasjoner av det biologisk aktive materialet som
brukes. Dermed er disse sammensetningene fordelaktige ved at de kan sendes og

lagres ved temperaturer pa eller over romtemperatur for lange tidsperioder.

[0098] Den stabile sammensetning av det bioaktive materialet i en amorf glassak-
tig matrise (se figur 8) tilgjengelig etter tgrking, kan bearbeides videre under bruk
av metoder kjent innenfor bransjen. For eksempel, er glassmatrisen lett delelig ved
skjaering, fresing eller andre oppdelingsteknikker. Prosesser for sliping eller pulveri-
sering av medikamenter er velkjente innen bransjen. For eksempel kan det brukes
en hammermglle, en slagmglle kalt Entoleter-mglle, en strdlemglle, en stiftmglle,
en Wiley-mglle eller lignende maleenhet. Den foretrukne partikkelstgrrelsen er
mindre enn omtrent 100 um til omtrent 0,1 um, og fortrinnsvis mindre enn 50 um.
Partikler mindre enn ca 10 um i stgrrelse er f.eks. egnet for pulmonal administre-
ring ved inhalering, mens stgrre partikler kan vaere egnet for administrering til de
gvre luftveier og nasale regioner. Partikkelstgrrelsen kan velges slik at man oppnar
varierende dispergering og strgmningsegenskaper. For eksempel kan frittstrgm-
mende pulvere vaere spesielt gnskelig for intranasal eller pulmonal levering. Pulve-
riserte sammensetninger ifglge oppfinnelsen kan lett rehydreres med vann, salt-

vann eller andre vaesker.

[0099] Tgrre skumsammensetninger kan rekonstitueres med en egnet vannholdig
buffer for administrering ved injeksjon eller inhalasjon. For eksempel, kan sam-
mensetninger gis til et pattedyr ved 8 levere det bioaktive materialet via intraveng-
se, intramuskulaere, intraperitoneale, intracerebrospinale, subkutane, intraartikulae-
re, intrasynoviale, intratekale, perorale, topiske, intranasale eller pulmonale ruter.
Den store overflaten til skum og den hgye Igselighet av mange beskyttende midler
tillater at tgrrskum ifglge oppfinnelsen kan rekonstitueres ved lavere eller hgyere
konsentrasjoner enn den opprinnelige sammensetningen. I noen tilfeller kan f.eks.
det bioaktive materialet rekonstitueres ved hgye konsentrasjoner, for eksempel opp
til ca 400 mg/ml, for levering av en adekvat dose i en subkutan injeksjon med lite
volum. Mindre konsentrerte rekonstitueringer kan f.eks. bli administrert som en ae-
rosol ved inhalering. Valg av administreringsrute kan f.eks. avhengeav virknings-
stedet, farmakologiske vurderinger og lignende. En typisk dose av det bioaktive
materialet i metodene ifglge oppfinnelsen er fra omtrent 0,01 ng/kg til omtrent 15

mg/kg.
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[0100] Den aktuelle dosering ("terapeutisk effektiv mengde") av det biologisk akti-
ve materialet vil for eksempel avhenge av den tilstanden som skal behandles, al-
vorlighetsgraden og forlgpet av tilstanden, om det biologisk aktive materialet blir
administrert for forebyggende eller terapeutiske formal, tidligere terapi, pasientens
kliniske historie og respons til det biologisk aktive materialet, type biologisk aktivt
materiale som brukes, og skjgnnet til behandlende lege. Det biologisk aktive mate-
rialet kan hensiktsmessig administreres til pasienten pa en gang, eller over en serie
behandlinger, og kan administreres til pasienten til enhver tid fra diagnose og ut-
over. Det biologisk aktive materialet kan administreres som den eneste behandling-
en eller i forbindelse med andre legemidler eller behandlinger som er nyttige i be-

handling av den aktuelle tilstanden.

[0101] Som en generell forslag vil den terapeutisk effektive mengden av det biolo-
gisk aktive materialet som administreres veere i omradet fra omtrent 0,01 ng/kg til
omtrent 50 mg/kg av pasientens kroppsvekt enten ved en eller flere administre-
ringer, med den typisk rekken med proteiner som brukes, omtrent 0,05 ng/kg til
omtrent 20 mg/kg, mer foretrukket omtrent 0,1 ng/kg til omtrent 15 mg/kg, admi-
nistrert daglig, for eksempel. Imidlertid kan andre doseringsregimer veaere nyttig.

Fremdriften av denne behandlingen kan overvakes ved konvensjonelle teknikker.

SAMMENSETNINGENE

[0102] Sammensetningene inkluderer tgrre skumsammensetninger at et bioaktivt
materiale og en polyol og/eller en polymer. Fordi sammensetningene ble fremstilt
ved frysing fgr tgrking, er de iboende forskjellige i struktur og funksjon fra skum
som ble tgrket uten frysing fagrst. Legg for eksempel merke til forskjellen mellom
kun tgrking av en sammensetning og frysetgrking av en sammensetning, selv pa
makroskopisk nivd. Semmensetninger kan f.eks. fremstilles ved metodene til opp-

finnelsen.

Sammensetningene omfatter f.eks. rekonstituert tgrt skum i en vannholdig buffer.

[0103] En sammensetning kan veere en vaksine av levende, svekket influensavirus.

Sammensetningen fremstilles f.eks. ved metodene til oppfinnelsen.
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En slik sammensetning kan veere stabil ved lagring p§ tilnaermet 25 °C i 1 ar eller
mer. Initial levedyktighet gjennom prosessen kan vesentlig forbedres ved & holde
viruset i sammensetningen ved en temperatur naer membran-
faseovergangstemperaturen (f.eks. omtrent 15 °C, se figur 4) og/eller sekundaere

tarking ved en relativt lav temperatur (f.eks. 22 °C).

[0104] Med hensyn pa levedyktige bioaktive materialer, har angitte prosesser ifglge
oppfinnelsen vist en evne til 8 holde levedyktigheten utover den til skumtgrking et-
ter kjent teknologi. Encellete mikroorganismer og virus har vist seg & nyte seerlig
godt av en kombinasjon av forbehandling av materialet med polyoler omtrent ved
faseovergangstemperaturen til membranene, initiering av skumming ved en lav
temperatur, primaer tgrking ved sublimering, holde under glassovergangstempeatu-
rer ved sekundaer tgrking, holde under omtrent 30 °C ved sekundaere tgrking, ak-
selerert tgrking ved anvendelse av kraftigere vakuum, og/eller sekundaere tgrking
av relativt tynne skum. Ved bruk av slike metoder, kan sammensetninger fremstil-
les av et bioaktivt materiale i et skum med mindre enn 10 prosent restfuktighet, og
samtidig beholde hgye nivder av levedyktighet. For eksempel, kan en bakterie i fa-
milien Enterobactereacea settes sammen med en polyol og/eller polymer, ekspone-
res for et vakuum for 3 generere et skum, fryses og lyofiliseres, sekundaertgrkes
ved en temperatur trappet opp til omtrent 25 °C (eller lavere) i Igpet av timer eller
dager, for & produsere en sammensetning som beholder 25 prosent, 50 prosent, 75
prosent, 90 prosent eller mer av de levedyktige kolonitallene funnet i den innleden-

de flytende sammensetningen.

[0105] Figurene 5 og 6 viser diagrammer over stabilitetsdata for et virus med li-
pidmembran bevart i det tgrre skummet ifglge oppfinnelsen og lagret ved 25 °C, 37
°C, og 50 °C. Diagrammer over styrke (fluorescent focus units per mL - FFU/m L)
over tid med individuelle data/tid-punkter som prikker eller firkanter. Trendlinjene
51 og 95 %-konfidensintervaller 52 indikerer en predikert stabilitet (ikke mer enn 1
log tap av styrke) for omtrent 40 maneder for virus lagret i preparatet ifglge opp-

finnelsen ved 25 °C.

[0106] - Sammensetninger omfatter f.eks. blodplater preservert i stabil lagring som
bioaktivt materiale i et tgrt skum. Blodplater er cytoplasmatiske fragmenter av me-
gakaryocytter som kan aggregere pd lesjonssteder til blodarer for & hindre blgd-
ninger og initiere reparasjoner. Blodplateinfusjoner til pasienter brukes til & korrige-

re mangler eller dysfunksjoner til sirkulerende blodplater som et resultat av trau-
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me, sykdom eller legemiddelindusert dysfunksjon. For eksempel kan pasienter som
lider av idiopatisk trombocytopeni, sigdcelleanemi, og de som gjennomgar ablativ
kjemoterapi behandles med blodplateinfusjoner. Den gkende bruk av ablativ kjemo-
terapi for et bredt utvalg av maligniteter har resultert i et gkende behov for utskif-
tings-blodplateterapi. Et stort problem ved & bruke isolerte blodplater er deres kor-
te holdbarhet. Blodplater er av Food and Drug Administration (FDA) kun godkjent
for lagring i flytende tilstand i opptil fem dager ved romtemperatur, og pa den tiden
forringes de funksjonelle egenskapene raskt. Dette fgrer til mange logistiske prob-

lemer i b&de sivil og militaer medisin.

[0107] Sammensetninger for bevaring av blodplater kan fremstilles ved & samle
blod i en egnet antikoagulant etterfulgt ved & skaffe blodplaterikt plasma (PRP)
med en hvilken som helst metode kjent i bransjen. Blodplatene kan behandles i
henhold til metodene ifslge oppfinnelsen for @ gi et stabilt tarket skum som omfat-
ter blodplatene. Fordi blodplater er store og har mer kompleks struktur enn et vi-
rus, er tgrking ved deres karakteristiske faseovergang spesielt viktig. De tgrkede
blodplatene kan rekonstitueres ved resuspensjon i en fysiologisk akseptabel buffer
fgr infusjon. For terapeutisk anvendelse, er bufferen steril. Bufferen kan vaere en-
hver buffer med egnet pH. Fortrinnsvis kan rekonstitueringsbufferen inneholde et
stoff eller stoffer med hgyt kolloidalt osmotisk trykk, inkludert, men ikke begrenset
til, polyetylenglykol (PEG) og hydroksyetyl-stivelse (HES). Fortrinnsvis er bufferen
1-5 % humant serumalbumin (HSA) i saltvann. I foretrukne utfgrelsesformer be-
handles blodplater, liposomer, dyreceller og planteceller som anbefalt for andre
mikrober, f.eks. ved hjelp av membran-faseovergangstemperatur-infusjon av be-

skyttende midler og bruk av lav temperatur/hgyvakuum sekundaer tgrking.

Sammensetning for preparering av tgrrskumsammensetninger

[0108] Sammensetninger for fremstilling av tgrrskumsammendetninger kan f.eks.
omfatte polymerer, polyoler, skummidler, overflateaktive stoffer og/eller buffere.
Slike sammensetninger kan bli behandlet i henhold til metodene ifglge oppfinnelsen
for & gi stabile sammensetninger for lagring og administrering av bioaktive materia-

ler.

[0109] Bioaktive materialer omfatter f.eks. materialer med paviselig bioaktivitet i
levende systemer, biologiske celler og molekyler som brukes i analyser, biologiske

celler og molekyler som brukes i medisin, biologiske celler og molekyler som brukes
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i undersgkelser og/eller lignhende. For eksempel omfatter bioaktive materialer fra
sammensetningene ifglge oppfinnelsen peptider, proteiner, hormoner, nukleinsyrer,
antistoffer, vaksiner, bakterier, virus, liposomer, blodplater cellesuspensjoner

og/eller lignende.

[0110] Bioaktive materialer som omfatter lipidmembraner i sammensetningene er
generelt levende, og/eller svekkete, biologisk aktive, levende eller ikke-levende,
celler, virus, mikroorganismer (som for eksempel bakterier) og/eller liposomer. For
eksempel kan de bioaktive midlene omfatte vaksiner, virus, liposomer, bakterier,
blodplater og/eller celler. Virale bioaktive stoffer kan f.eks. omfatte influensavirus,
parainfluensavirus, AAV, adenovirus, respiratorisk syncytialvirus, herpes simplex-
virus, SARS-virus, menneskelig metapnuemovirus, virus i korona-familien, cytome-
galovirus og/eller Epstein-Barr-virus som kan veere til stede i sammensetningene
ifalge oppfinnelsen i mengder som varierer fra omtrent 101 TCID50/mL eller mer,
fra omtrent 103 TCID50/mL opp til omtrent 1012 TCID50/mL eller fra omtrent 106
til omtrent 109 TCID50/mL TCID50/mL. Det bioaktive materialet vil generelt veere
tilstede i en mengde pa mindre enn omtrent 1 %, mer foretrukket, mindre enn om-

trent 0,001 %, og mest foretrukket, mindre enn omtrent 0,0001 % etter vekt.

[0111] Sammensetningene for preparering av tgrre skumsammensetninger kan
f.eks. inkludere betydelige totale mengder tgrrstoff (bestanddeler minus Igsemidler
som vann). En stor andel av de totale faststoffene kan omfatte det bioaktive mate-
rialet, en polyol og/eller en polymer. For eksempel kan polyolen veaere tilstede i
sammensetningen i en konsentrasjon i omradet fra omtrent 2 vektprosent til om-
trent 50 vektprosent, fra omtrent 5 vektprosent til omtrent 45 vektprosent, eller fra
omtrent 20 vekt-prosent til omtrent 40 vektprosent. I et annet eksempel, kan po-
lymeren vaere til stede i sammensetningen i en konsentrasjon i omradet fra om-
trent 1 vektprosent til omtrent 10 vektprosent, eller omtrent 5 vektprosent. Fort-
rinnsvis skal sammensetningen ha et hgyt faststoffinnhold fgr initiering av skum-
dannelse, vanligvis mellom omtrent 5 % og 70 %, eller mellom omtrent 30 % til 50
%. Viskositeten til sammensetninger ifglge oppfinnelsen er typisk stgrre enn 5 cen-
tipoise (cP), mer foretrukket, stgrre enn 10 cP. En foretrukket sammensetning har
~ 12 cP.

[0112] Polyoler kan f.eks. omfatte ulike sukker, karbohydrater og alkoholer. For
eksempel, kan polyolene omfatte ikke-reduserende sukker, sukrose, trehalose, sor-

bose, melezitose og/eller raffinose. Polyolene kan f.eks. omfatte mannose, maltose,
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laktose, arabinose, xylose, ribose, rhamnose, galaktose og glukose, mannitol, xyli-
tol, erytritol, threitol, sorbitol, glycerol eller L-glukonat. Hvor det er gnskelig at
sammensetningen skal veere fryse/tine-stabil, er polyolen fortrinnsvis en som ikke
krystalliserer ved minusgrader (f.eks. -20 °C), slik at den destabiliserer det biolo-
gisk aktive materialet i sammensetningen. Det kan veere fordelaktig 8 inkludere to

eller flere forskjellige polyoler & hemme dannelse av krystaller.

[0113] Polymerer kan f.eks. omfatte ulike karbohydrater, polypeptider, lineaere og
forgrenede hydrofile molekyler. For eksempel kan polymerer i sammensetningen
omfatte gelatin, hydrolysert gelatin, ovalbumin, polyvinylpyrrolidon, kollagen,
chondroitinsulfat, et sialert polysakkarid, actin, myosin, mikrotubuli, dynein, kinetin
eller humant serumalbumin. Disse tilsetningsstoffer er ikke ngdvendigvis uteluk-
kende stabiliserende pad det biologisk aktive materialet mot inaktivering, de kan
0gsa bidra til 8 hindre fysisk sammenbrudd av frysetgrketmateriale under lyofilise-
ringen og etterfolgende lagring i fast form. Andre gelatinerstatninger som ogsa kan

fungere som stabilisatorer omfatter naturlig kollagen og alginat.

[0114] Det brukes fortrinnsvis gelatin og mer foretrukket, hydrolysert gelatin. "Hy-
drolysert gelatin" refererer til gelatin som har vaert utsatt for partiell hydrolyse for &
gi et delvis hydrolysert gelatin med en molekylvekt pa fra omtrent 1 kDa til omtrent
50 kDa, eller omtrent 3 kDa. Dette gelatin-hydrolyseproduktet har omtrent samme
aminosyresammensetning som gelatin. Den typiske aminosyresammensetning til
hydrolysert gelatin er kjent. Delvis hydrolysert gelatin kan fas fra mange kommer-
sielle kilder. Delvis hydrolysert gelatin kan ogsa skaffes ved enzymatisk hydrolyse
av gelatin ved hjelp av et proteolytisk enzym, som for eksempel papain, chymopa-
pain og bromelin, selv om andre kjente hydrolysemetoder kan anvendes, f.eks. sy-
rehydrolyse. Fortrinnsvis brukes en gelatin med en molekylvekt pd@ mellom omtrent
1 kDa og 50 kDa. Gelatin hydrolysert til omtrent 3 kDa eller mindre kan veere
mindre allergifremkallende enn fulllengde gelatin. Gelatinet kan veaere avledet fra en
rekke kilder, inklusive gris og storfe. Det kan brukes humanisert kollagen samt
hgyforedlet kollagen, for eksempel FreAlagin, et farmasgytisk gelatin med redusert
allergisk virkning, tilgjengelig fra Miyagi Chemical Industrial Co, Ltd. Igjen vil
mengden av gelatin som brukes i sammensetningen variere avhengig av den gene-
relle sammensetningen og dens tiltenkte bruk. Generelt vil konsentrasjonen av ge-
latin veere fra omtrent 1 til omtrent 7 %, mer foretrukket, mellom omtrent 1 og 5

%. En foretrukket sammensetning omfatter omtrent 5 % gelatin.
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[0115] Formuleringer for fremstilling av sammensetningene kan f.eks. omfatte en
eller flere overflateaktive midler for 8 hjelpe i lgselighet og stabilitet av sammen-
setningsbestanddelene, og for & hjelpe & danne og stabilisere skummet. De overfla-
teaktive midlene kan f.eks. omfatte ikke-ioniske vaskemidler, som polyetylen-glykol
sorbitanmonolaurat (Tween 20), polyoksyetylensorbitan monooleat (Tween 80),
blokk-kopolymerer av polyetylen og polypropylenglykol (Pluronic) og/eller lignende.
Sammensetningene kan inkludere ioniske vaskemidler. Sammensetningene kan
inkludere overflateaktive stoffer som f.eks. polyetylenglykol, polypropylen, polyety-
lenglykol / polypropylenglykol-kopolymerer, polyetylenglykol alkyletere, polypropy-
lenglykol alkyletere, polyetylenglykol / polypropylen glykoleter blokk-kopolymerer,
alkylarylsulfonater, fenylsulffonater, alkylsulfater, alkyl-sulfonater, alkyl-eter-
sulfater, alkyl-aryl etersulfater, alkyl polyglykol eterfosfater, polyaryl fenyl eterfos-
fater, alkylsulfosuccinater, olefinsulfonater, parafinsulfonater, petroleumsulfonater,
taurider, sarcosider, fettsyrer, alkylnaftalensulfonsyrer, naftalensulfonsyrer, ligno-
sulfonsyrer, kondensater av sulfonerte naftalener med formaldehyd, eller konden-
sater av sulfonerte naftalener med formaldehyd og fenol, lignin-sulfitt aviut, alkyl-
fosfater, kvaternaere ammoniumforbindelser, aminoksyder, betainer og/eller lik-
nende. Overflateaktive stoffer kan veere til stede i sammensetningene ifglge oppfin-
nelsen i en konsentrasjon som strekker seg fra omtrent 0,001 vektprosent til om-

trent 2 vektprosent, eller omtrent 0,01 vektprosent til omtrent 1 vektprosent.

[0116] Buffere kan vaere til stede, f.eks. for @ kontrollere pH, forbedre stabilitet,
pavirke konstituentopplgselighet, gi komfort ved administrering og lignende, i
sammensetninger for fremstilling av tgrre skumsammensetninger. Sammenset-
ningens pH kan kontrolleres i omradet fra omtrent pH 4 til omtrent pH 10, fra om-
trent pH 6 til omtrent pH 8, eller omtrent pH 7,2. Foretrukne buffere er ofte koblete
syre og saltformer av et bufferanion generelt anerkjent som sikre for den spesielle
administreringsruten til det bioaktive materialet. Typiske buffere for bruk i sam-
mensetningene inkluderer f.eks. kalium-fosfat, natriumfosfat, natriumacetat, na-
triumsitrat, histidin, imidazol, natrium, succinat, ammoniumbikarbonat, karbonater

og lignende.

[0117] I en utfgrelsesform inneholder sammensetningen midlene som er identifisert
ovenfor (dvs. biologisk aktivt materiale, polyol, overflateaktivt middel og gelatin)
og er hovedsakelig fritt for ett eller flere konserveringsmidler, for eksempel benzyl-

alkohol, fenoly, m-kresol, klorbutanol og benethonium klorid). I en annen utfgrel-
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. . . o . . . o
sesform, kan et konserveringsmiddel innga i sammensetningen, spesielt nar sam-

mensetningen er en multidose-sammensetning.

[0118] En eller flere farmasgytisk akseptable baerere, eksipienter eller stabilisatorer
slik som de som er beskrevet i Remington's Pharmaceutical Sciences 16th Edition,
Osol, A. Ed. (1980) kan bli inkludert i sammensetningen, forutsatt at de ikke nega-
tivt pdvirker de gnskede egenskapene til sammensetningen. Akseptable bzerere,
eksipienter eller stabilisatorer er ikke-toksiske for mottakerne i de doseringer og
konsentrasjoner som anvendes, og omfatter ytterligere bufringsmidler; kolgsemid-
ler; saltdannende mot-ioner som kalium og natrium, antioksydanter som metionin,
N-acteyl cystein eller askorbinsyre; chelaterende midler, som EDTA eller EGTA.
Aminosyrer som f.eks. arginin og metionin kan inkluderes i sammensetningene. Ar-
ginin kan veere tilstede i sammensetningene i en mengde som strekker seg fra om-
trent 0,1 vektprosent til omtrent 5 vektprosent. Metionin kan veaere til stede i sam-
mensetningen i en konsentrasjon i omradet fra omtrent 1 mM til omtrent 50 mM,
eller omtrent 10 mM. Glycerol kan veaere til stede i sammensetningen i en konsent-
rasjon i omradet fra omtrent 0,1 vektprosent til omtrent 5 vektprosent, eller om-
trent 1 vektprosent. EDTA kan veere til stede i sammensetningen i en konsentrasjon

i omradet fra omtrent 1 mM til omtrent 10 mM, eller omtrent 5 mM.

EKSEMPLER

[0119] De folgende eksempler er gitt for 3 illustrere, men ikke for & begrense den

foreliggende oppfinnelsen.

EKSEMPEL 1

PRESERVERING AV LEVENDE, SVEKKEDE VIRUS

[0120] Dette eksempel beskriver en sammensetning som opprettholdte proteinin-

tegritet og -stabilitet etter lagring ved 37 °Ci 125 dager.

[0121] Enverdig levende svekket influensavirusB/Harbin (lot CAZ039) ble formulert
som en 8,0 log FFU/ml titer-opplgsning (-10 mikrogram/ml total proteinkonsentra-
sjon av viral-stamopplgsning) inneholdende 40 % sukrose, 5 % gelatin, 0,02 %
Pluronic F68, 25 mM 7,2 pH KP04 buffer. En mL alikvoter av denne Igsningen ble

deretter fordelt i 10 ml lyofiliserings-glassampuller, delvis dekket med lyofilise-
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ringstopper, og lyofilisert ved hjelp av en VirTis Genesis 25EL lyofiliserer (tilgjenge-

lig fra VirTis, Gardiner, NY) i henhold til fglgende syklusbetingelser:

1) Forkjglte hyller til 15 °C (med tgrkemiddel pa lyofiliseringshylle med kon-
densator satt pd -60 °C);

2) Last ampullene og la stabilisere i 30 minutter;

3) Sett vakuum til 50 mTorr;

4) Hold i 60 minutter;

5) Gradient til 33 °C pd omtrent 0,7 °C/minutt;

6) Hold i 48 timer, og

7) Sett topp pa apullene.

Det resulterende skummet hadde et fuktighetsinnhold pa omtrent 2,2 % (etter

vekt) og en Tg pa omtrent 43 °C.

EKSEMPEL 2

SAMMENSETNINGER

[0122] Fglgende sammensetninger ble fremstilt i henhold til metodene ifglge opp-

finnelsen ved hjelp av B/Harbin influensavirus eller placebo. pH til sammensetning-

ene ble justert med enten natriumhydroksyd eller kaliumhydroksyd.

ID Glutamat | Polyol Polymer- Overfpateaktivt Annet
tilsetning | stoff
AVS1 20 % 10 % |5 % gela- | 0,1 % Pluronic | 2 % arginin, 5 mM
sukrose tin F68 EDTA, 10 mM me-

tionin, 50 mM 7,2
KP04 buffer

AVS2 20 % 10 % | - 0,1 % Pluronic | 5 % arginin, 5 mM
sukrose F68 EDTA, 10 mM me-
tionin, 7,2 KPO4
buffer 50 mM

AVS3 25 % 15 % | - 0,1 % Pluronic | 5 % arginin, 5 mM
sukrose F68 EDTA, 50 mM 7,2
KP04 buffer

AVS4 25 % 15 % | -- 0,1 % Pluronic | 5% arginin , 50 mM
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ID Glutamat | Polyol Polymer- Overfpateaktivt Annet
tilsetning | stoff
sukrose F68 7,2 KPO4 buffer
AVS5 25 % 5 % sukro- | -- 0,1 % Pluronic | 5 % arginin, 50 mM
se F68 7,2 KP04 buffer
AVS1A 20 10 % | 5 % gela- | 0,1 % Pluronic | 2 % arginin, 5 mM
sukrose tin F68 EDTA, 10 mM me-

tionin, 50 mM 7,2
KP04 buffer

AVS2A 20 10 % 0,1 % Pluronic | 5% arginin, 5 mM
sukrose F68 EDTA, 10 mM me-
tionin, 50 mM 7,2
KP04 buffer

AVS3A 25 15 % 0,1 % Pluronic | 5% arginin, 5 mM
sukrose F68 EDTA, 10 mM me-
tionin, 50 mM 7,2
KP04 buffer

AVS4A 25 15 % 0,1 % Pluronic | 5 % arginin, 50 mM
sukrose F68 7,2 KP04 buffer

AVS5A 25 5 % sukro- 0,1 % Pluronic | 5 % arginin, 50 mM
se F68 7,2 KP04 buffer
sukrose

AVS6 20 10 % | 5 % gela- | 0,1 % Pluronic | 2 % arginin, 5 mM
sukrose tin F68 EDTA, 10 mM me-

tionin

AVS7 20 10 % 0,1 % Pluronic | 5% arginin, 5 mM

sukrose F68 EDTA, 10 mM me-

tionin, 50 mM 7,2
KP04 buffer

AVSS8 25 15 % 0,1 % Pluronic | 5% arginin, 5 mM
sukrose F68 EDTA, 10 mM me-
tionin, 50 mM 7,2
KP04 buffer

AVS9 25 15 % 0,1 % Pluronic | 5 % arginin, 50 mM
sukrose F68 7,2 KP04 buffer

AVS10 25 5 % sukro- 0,1 % Pluronic | 5 % arginin, 50 mM
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ID Glutamat | Polyol Polymer- Overfpateaktivt Annet
tilsetning | stoff
se F68 7,2 KP04 buffer
AVS11 10 % 20 % 0,2 % Pluronic | 1 % arginin, 50 mM
sukrose, 10 F68 7,2 KP04 buffer
% raffinose
AVS12 20 20 % raffi- 0,2% Pluronic | 1 % arginin, 50 mM
nose F68 7,2 KP04 buffer
AVS13 25 10 % 0,2% Pluronic | 5 % arginin, 50 mM
sukrose, 2 F68 7,2 KP04 buffer
% raffinose
AVS14 20 10 % 0,2 % Pluronic| 10 mM metionin,
sukrose F68 50 mM 7,2 KP04
buffer
AVS15 20 10 % | 1 % gela-| 0,2 % Pluronic | 10 mM metionin
sukrose tin F68
AVS16 20 10 % | 1 % gela-| 0,2% Pluronic | 10 mM metionin
sukrose tin F68
AVS17 20 2 % raffi-| 1 % gela- | 0,2 % Pluronic | 10 mM metionin
nose tin F68
AVS18 20 10 % raffi- 0,2 The Pluronic | 10 mM metionin
nose F68
AVS19 20 10 % 0,2% Pluronic | 10 mM metionin,
sukrose F68 100 mm 7,0 citrat-
buffer
AVS20 20 10 % |1 % gela- | 0,2 % Pluronic| 10 mM metionin,
sukrose tin F68 100 mm 7,0 citrat-
buffer
AVS21 20 10 % | 1 % gela- | 0,2 % Pluronic| 10 mM metionin,
sukrose, 2 | tin F68 100 mm 7,0 citrat-
% raffinose buffer
AVS22 20 2% 1 % gela- | 0,2 % Pluronic | 10 mM metionin
tin F68
20 raffinose F68 100 mM 7,0 citrat-
buffer
AVS23 20 10 % raffi- 0,2 % Pluronic| 10 mM metionin,
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ID Glutamat | Polyol Polymer- Overfpateaktivt Annet
tilsetning | stoff
nose F68 100 mm 7,0 citrat-
buffer
AVS24 20 10 % |5 % gela- | 0,1 % Pluronic| 10 mM metionin,
sukrose, 5 |tin F68 25 mM 7,2 KP04
% raffinose buffer
AVS25 20 15 % |5 % gela- | 0,1 % Pluronic| 10 mM metionin,
sukrose tin F68 25 mM 7,2 KP04
buffer
AVS26 20 15% raffi- | 5 % gela- | 0,1 % Pluronic| 10 mM metionin,
nose tin F68 25 mM 7,2 KP0O4
buffer
AVS27 20 10 % 0,1 % Pluronic| 10 mM metionin,
sukrose, F68 25 mM 7,2 KP04
5% raffino- buffer
se
AVS28 20 10 % | 5 % gela- | 0,1 % Pluronic | 2 % ovalbumin, 10
sukrose, tin F68 mM metionin, 25
5% raffino- mM 7,2 KPO4 buf-
se fer
AVS29 40% raffi- | 5 % gela- | 0,1 % Pluronic| 10 mM metionin,
nose tin F68 25 mM 7,2 KP04
buffer
AVS30 10 40% sukro- | 5 % gela- | 0,1 % Pluronic | 10 mM metionin,
se tin F68 25 mM 7,2 KP0O4
buffer
AVS31 10 40% sukro- | 5 % gela- | 0,1 % Pluronic| 10 mM metionin,
se tin F68 25 mm 7,2 KP0O4
buffer, 1 % glyserol
AVS32 20 15% sukro- | 5 % gela- | 0,1 % Pluronic| 10 mM metionin,
se tin F68 25 mM 7,2 KP0O4
buffer
AVS33 20 15% sukro- | 1% gela-| 0,1 % Pluronic| 10 mM metionin,
se tin F68 25 mM 7,2 KP0O4

buffer
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ID Glutamat | Polyol Polymer- Overfpateaktivt Annet
tilsetning | stoff
AVS34 20 15% sukro- 0,1 % Pluronic| 10 mM metionin,
se F68 25 mM 7,2 KP04
buffer
AVS35 20 20% sukro- | 5 % gela- | 0,1 % Pluronic| 10 mM metionin,
se tin F68 25 mM 7,2 KP0O4
buffer
AVS36 20 20% sukro- 0,1 % Pluronic | 2 % ovalbumin, 10
se F68 mM metionin, 25
mM 7,2 KP04 buffer
AVS37 10 20 % 0,1 % Pluronic | 1% arginin, 10 mM
sukrose, F68 metionin, 25 mM
10% raffi- 0,2% Pluronic | 7,2 KP04 buffer
nose F68
AVS38 20 20% sukro- | 1% gela-| 0,005 % Tween | 10 mM metionin,
se tin 20 25 mM 7,2 KP04
buffer
AVS39 20 20% sukro- | 5 % gela- | 0,1 9% Pluronic| 10 mM metionin,
se tin F68 25 mM 7,2 KP0O4
buffer
AVS40 20 20% sukro- 0,005 % Tween | 2 % ovalbumin, 10
se 20 mM metionin, 25
mM 7,2 KP04 buffer
AVS41 10 40% sukro- | 5 % gela- | 0,02%  Pluronic | 10 mM metionin,
se tin F68 25 mM 7,2 KP0O4
buffer
AVS42 10 40% sukro- | 5 % gela- | 0,02%  Pluronic | 10 mM metionin,
se tin F68 25 mm 7,2 KP04
buffer, 1 % glyserol
AVS43 40% sukro- | 5 % gela- | 0,02%  Pluronic | 10 mM metionin,
se tin F68 25 mM 7,2 KP04
buffer
AVS44 40% sukro- | 5 % gela- | 0,02%  Pluronic | 10 mM metionin,
se tin F68 25 mm 7,2 KP04

buffer, 1 % glyserol
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ID Glutamat | Polyol Polymer- Overfpateaktivt Annet
tilsetning | stoff
AVS45 10 40% sukro- | 5 % gela- 10 mM metionin, 1
se tin % glycerol
AVS46 50% sukro- | 1 % gela- 10 mM metionin,
se tin 25 mm 7,2 KP04
buffer, 1 % glyserol
AVS47 10 40% sukro- | 5 % gela- | 0,02%  Pluronic | 10 mM metionin,
se tin F68 25 mm 7,2 KP0O4
buffer, 1 % glyserol
AVS48 40 % | 5 % gela- | 0,02%  Pluronic | 10 mM metionin,
sukrose, 5 | tin F68 25 mm 7,2 KP04
% raffinose buffer, 1 % glyserol
AVS49 40% sukro- | 3% gela- | 0,02%  Pluronic | 10 mM metionin,
se tin F68 25 mM 7,2 KP0O4
buffer
AVS50 40% sukro- | 1% gela- | 0,02%  Pluronic | 10 mM metionin,
se tin F68 25 mM 7,2 KPO4
buffer
AVS51 40% sukro- 0,02%  Pluronic | 10 mM metionin,
se F68 25 mM 7,2 KP0O4
buffer
AVS52 40% sukro- | 5 % gela- 10 mM metionin,
se tin 25 mM 7,2 KP0O4
buffer
AVS53 40% sukro- | 5 % gela- | 0,02% Pluronic | 25 mM 7,2 KP04
se tin F68 buffer
AVS54 40% sukro- | 5 % gela- 25 mM 7,2 KPO4
se tin buffer
AVS55 20% sukro- | 5 % gela- | 0,02 % Pluronic| 10 mM metionin,
se tin F68 25 mM 7,2 KPO4
buffer
AVS56 10 % | 5 % gela- | 0,02%  Pluronic | 10 mM metionin,
sukrose tin F68 25 mM 7,2 KPO4

buffer

AVS57

40% sukro-

0,02%  Pluronic

5% ovalbumin, 25
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ID Glutamat | Polyol Polymer- Overfpateaktivt Annet
tilsetning | stoff
se F68 mM 7,2 KPO4 buf-
fer
AVS58A 40% sukro- | 5 % gela- | 0,02%  Pluronic | 25 mM 7,2 KPO4
se tin (Sigma | F68 buffer
AD)
AVS58B 40% sukro- | 5 % gela- | 0,02%  Pluronic | 25 mM 7,2 KPO4
se tin Sigma | F68 buffer
(R)
AVS59 40% sukro- | 5 % gela- | 0,02%  Pluronic | 10 mM metionin,
se tin F68 25 mM 7,2 KPO4
buffer
AVS60 40% sukro- | 5 % gela- | 0,02%  Pluronic | 10 mM metionin,
se tin F68 25 mM 7,2 KPO4
buffer
AVS61 20% sukro- | 2,5% ge-| 0,01 % Pluronic| 5 mM metionin,
se latin F68 12,5 mM 7,2 KPO4
buffer
AVS62 40% sukro- 0,02%  Pluronic | 5% arginin, 10 mM
se F68 metionin, 25 mM
7,2 KP04 buffer
AVS63 40% sukro- 2,5 % PEG 1000, | 10 mM metionin,
se 0,02 % Pluronic |25 mM 7,2 KPO4
F68 buffer
AVS64 40% sukro- 2,5 % PVP 10|10 mM metionin,
se 000, 0,02 % Plu- | 25 mM 7,2 KPO4
ronic F68 buffer
AVS65 40% sukro- 2,5 % Ficoll | 10 mM metionin,
se 400K, 0,02 % |25 mM 7,2 KPO4
Pluronic F68 buffer
AVS66 20% sukro- | 2% gela- | 0,02%  Pluronic | 10 mM metionin,
se tin F68 25 mM 7,2 KPO4
buffer
AVS67 40% sukro- | 5 % gela- | 0,02%  Pluronic | 1% metionin, 25
se tin F68 mM 7,2 KP04 buffer
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ID Glutamat | Polyol Polymer- Overfpateaktivt Annet
tilsetning | stoff
AVS68 20% sukro- | 2% gela- | 0,02%  Pluronic | 1% metionin, 25
se tin F68 mM 7,2 KPO4 buf-
fer
AVS69 40% sukro- 0,02%  Pluronic | 5 % arginin, 1 %
se F68 metionin, 25 mM
7,2 KPO4 buffer
AVS70 20% sukro- 0,02%  Pluronic | 5 % arginin, 1 %
se F68 metionin, 25 mM
7,2 KPO4 buffer

[0123] Termostabiliteten til ovennevnte sammensetninger etter post-
lyofiliseringslagring ved 37 °C eller 50 °C ble malt. @kt termostabilitet kan observe-
res som vist som en reduksjon i frekvensen av tap av styrke, malt som log FFU/ml
eller TCID50/ml. Den ngdvendige tid for et tap i stgrrelsesorden én log FFU/ml er

gitt nedenfor for ulike sammensetninger til oppfinnelsen:

Sammensetning | Stabilitet ved 37
°C
AVS43 125 dager
AVS41 97 dager
AVS44 142 dager
AVS30 93 dager
AVS31 48 dager
AVS42 146 dager
EKSEMPEL 3
SKUMT@REBETINGELSER

[0124] Sammensetninger ble preparert ved hjelp av fglgende betingelser for lyofili-
sering/tgrkekammer:
Syklus 1:
1) Forkjgle hyller til 25 °C;

2) Last ampullene og la stabilisere;
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3) Sett vakuum til 50 mTorr;
4) Hold i 30 minutter;
5) Rampe til 45 °C;
6) Holdi 1 time;
7) Juster temperaturen til 37 °C og hold i 1 time, og
8) Sett topp pa apullene.
Syklus 2:
1) Forkjgle hyller til 30°C;
2) Last ampullene og la stabilisere;
3) Sett vakuum til 50 mTorr;
4) Hold i 2 timer;
5) Rampe til 37°C;
6) Hold i 16 timer, og
7) Sett topp pa apullene.
Syklus 3:
1) Forkjgle hyller til 15°C;
2) Last ampullene og la stabilisere;
3) Sett vakuum til 50 mTorr;
4) Hold i 60 minutter;
5) Rampe til 37°C;
6) Hold i 20 timer, og
7) Sett topp pa apullene.
Syklus 4:
1) Forkjgle hyller til 12°C;
2) Last ampullene og la stabilisere;
3) Sett vakuum til 50 mTorr;
4) Hold i 25 minutter;
5) Rampe til 33°C;
6) Hold i 24 timer, og
7) Sett topp pa apullene.
Syklus 5:
1) Forkjgle hyller til 17°C;
2) Last ampullene og la stabilisere i 10 minutter;
3) Sett vakuum til 50 mTorr;
4) Hold i 60 minutter;
5) 5) Rampe til 37°C;
6) Hold i 48 timer;
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7) Rampe til 40°C;
8) Hold i 48 timer, og
9) Sett topp pa apullene.
Syklus 6:
1) Forkjgle hyller til 20°C;
2) Last ampullene og la stabilisere;
3) Sett vakuum til 50 mTorr;
4) Hold i 60 minutter;
5) Rampe til 33°C;
6) Hold i 72 timer, og
7) Sett topp pa apullene.
Syklus 7:
1) Forkjgle hyller til 15°C;
2) Last ampullene og la stabilisere;
3) Sett vakuum til 50 mTorr;
4) Hold i 60 minutter;
5) Rampe til 25°C;
6) Holdi 72 timer, og
7) Sett topp pa apullene.
Syklus 8:
1) Forkjgle hyller til 7°C;
2) Last ampullene og la stabilisere;
3) Sett vakuum til 50 mTorr;
4) Hold i 120 minutter;
5) Rampe til 20°C;
6) Holdi 72 timer, og
7) Sett topp pa apullene.
Syklus 9:
1) Forkjgle hyller til 15°C;
2) Last ampullene og la stabilisere i 30 minutter;
3) Sett vakuum til 50 mTorr;
4) Hold i 60 minutter;
5) Rampe til 33°C;
6) Hold i 48 timer, og
7) Sett topp pa apullene.
Syklus 10:
1) Forkjgle hyller til 15°C;
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Last ampullene og la stabilisere i 30 minutter;
Sett vakuum til 50 mTorr;
Hold i 18 timer;
Rampe til 25 °C ved 0,2 °C/minutt;
Hold i 5 timer;
8 Rampe til 33°C ved 0,2 °C/minutt;
Hold i 19 timer, og

10, Sett topp pa apullene.
Syklus 11:

1)
2)
3)
4)
5)
6)
7)
8)
9)

Forkjgle hyller til 7°C;

Last ampullene og la stabilisere;
Sett vakuum til 50 mTorr;

Hold i 3 timer;

5 Rampe til 15°C ved 0,2 °C/minutt;
Hold i 16 timer;

Rampe til 25 °C ved 0,2 °C/minutt;
Hold i 2 timer;

Rampe til 33°C ved 0,2 °C/minutt;

10) Hold i 27 timer, og
11) Sett topp pa apullene.

EKSEMPEL 4

SAMMENSETNINGER

NO/EP2148923

[0125] Den tgrkesyklusen som er vist i eksempel 1 ble anvendt for & stabilisere le-

vende B/Harbin influensavirus. Tabellen nedenfor oppsummerer de observerte sta-

bilitetsprofilene til disse sammensetningene etter lagring i ti maneder ved 25 °C:

Sammen- | KP04 | Sukrose | Gelatin | Metionin | Pluronic | Hel- Mane- | Prosess
setning buff. ning der
pH (%) (%) (mM) F68 ved til 1| Tap
7,2 25 oC | log
(mM)
(%) FFU/ml | (Log
tap FFU/mlI
)
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Sammen- | KP04 | Sukrose | Gelatin | Metionin | Pluronic | Hel- Mane- | Prosess
setning buff. ning der
pH (%) (%) (mM) F68 ved til 1| Tap
7,2 25 oC | log
(mM)
(%) FFU/ml | (Log
tap FFU/ml
)
AVS068 25 10 0 0 0,02 - 6 0,20
0,167
AVS071 25 10 0 10 0 - 4,1 0,13
0,245
AVS072 25 10 0 66,7 0,2 - 21,4 0,37
0,047
AVS073 25 10 2 0 0,2 - 11,2 0,63
0,089
AVS074 25 10 2 10 0,02 - 17,8 1,13
0,056
AVS075 25 10 2 66,7 0 - 6,5 0,43
0,154
AVS076 25 10 5 0 0 - 6,9 0,67
0,145
AVS077 25 10 5 10 0,2 - 121,2 | 0,47
0,008
AVS078 25 10 5 66,7 0,02 - 20,0 0,27
0,050
AVS079 25 10 5 66,7 0,2 - 23,1 0,83
0,043
AVS080 25 20 0 0 0 - 7,6 0,50
0,132
AVS081 25 20 0 10 0,02 - 16,8 0,53
0,060
AVS082 25 20 0 66,7 0,2 - 22,4 0,07
0,045
AVS083 25 20 2 0 0,02 - 24,9 2,27
0,040
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Sammen- | KP04 | Sukrose | Gelatin | Metionin | Pluronic | Hel- Mane- | Prosess
setning buff. ning der
pH (%) (%) (mM) F68 ved til 1| Tap
7,2 25 oC | log
(mM)
(%) FFU/mIl | (Log
tap FFU/ml
)
AVS084 25 20 2 10 0 - 10,4 0,33
0,096
AVS085 25 20 2 66,7 0,2 - 25,0 0,43
0,040
AVS086 25 20 5 0 0,2 - 44,6 0,30
0,022
AVS087 25 20 5 10 0,2 - 200,4 | 0,40
0,005
AVS088 25 20 5 66,7 0 - 16,7 -0,07
0,060
AVS089 25 20 5 66,7 0,02 - 44,5 0,67
0,022
AVS090 25 40 0 0 0,2 - 0,8 0,63
1,283
AVS091 25 40 0 10 0,2 - 0,9 0,77
1,117
AVS092 25 40 0 66,7 0 - 8,3 0,50
0,120
AVS093 25 40 0 66,7 0,02 - 30,2 0,73
0,033
AVS094 25 40 2 0 0 - 8,6 0,83
0,116
AVS095 25 40 2 10 0,2 - 63,8 0,47
0,016
AVS096 25 40 2 66,7 0,02 - 33,2 0,80
0,030
AVS097 25 40 2 66,7 0,2 - 58,1 0,27
0,017
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Sammen- | KP04 | Sukrose | Gelatin | Metionin | Pluronic | Hel- Mane- | Prosess
setning buff. ning der
pH (%) (%) (mM) F68 ved til 1| Tap
7,2 25 oC | log
(mM)
(%) FFU/ml | (Log
tap FFU/ml
)
AVS053s | 25 40 2 0 0,02 - 44,6 0,47
0,022
AVS098 25 40 5 0 0,2 - 43,4 0,37
0,023
AVS052b | 25 40 5 10 0 - 11,6 0,67
0,087
AVS043c | 25 40 5 10 0,02 - 27,2 0,77
0,037
AVS099 25 40 5 66,7 0 - 15,0 0,40
0,067
EKSEMPEL 5

PROSESSER SOM GIR H@Y LEVEDYKTIGHET

[0126] I tidligere forsgk hadde vi registrert at prosesstap av levedyktighet for virus
og bakterier var typsik stgrre for fryse/skum-tgrking enn for standard lyofilisering
med samme sammensetning. Vi forventet at forskjellen skyldtes hovedforskjellene i
prosessene: skuming og kokende av for-tgrktrinn fgr frysing i skum/fryse-
prosessen sammenlignet med standard lyofiliseringsprosedyren. Eksperimenter ble
utfgrt for 8 undersgke og karakterisere prosesstapene av levedyktighet med pro-

sessstrinn, tid, temperatur og tgrrhet.

[0127] Listeria monocytogenes ble behandlet i en sukrose-basert sammensetning
gjennom skum-frysetgrkesekvens med fjerning av prgver for analyser pa viktige

punkter.

Figur 9 viser et diagram av ampulletemperaturer i forhold til sukrosemasse-fraksjon

(tgrkegrad) gjennom prosessen. Ampuller med en Listeria-sammensetning ble plas-
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sert i et trykk- og temperaturkontrollert kammer. Prosessen startet 80 med Listeria
i en sammensetning pa ca 30 % sukrose ved 15 °C. Sammensetningen ble ekspan-
dert for 8 produsere et skum i et skummetrinn 81. Skummet ble deretter frosset 82
og vann fjernet i et primaert tgrketrinn ved en hylletemperatur pa 15 °C ved for-
damping og sublimering 83. Nar omtrent 25 % fuktighet var igjen, ble det sekun-
deere tgrketrinnet 84 akselerert ved & heve kammertemperaturen raskt til omtrent
33 °C, som for var standard ikke-skummet lyofilisering. Sekundaer tgrking fortsatte
inntil restfuktigheten var omtrent 3 % 85. Prgver ble tatt ved forskjellige punkter i

prosessen for Listeria koloni-tellinger.

[0128] Til var overraskelse, var sveert lite av tapet av levedyktighet i skum/fryse-
prosessen pa grunn av de fgrste skumme- og frysetrinnene unike for fryse/skum-
prosessen. Dermed var de uventet ikke en vesentlig arsak for forskjellen i levedyk-
tighet mellom lyofiliseringsprosesser for skum og ikke-skum. Fordi tgrketemperatu-
rene som ble brukt var relativt lav sammenlignet med mange sekundaere tgrketrinn
ved lyofilisering i bransjen, og det samme for fryse/skum som for standard lyofilise-
ringsprosesser, forventet vi ikke at tgrkingen vaar en viktig faktor i forskjeller i le-
vedyktighet forskjeller mellom prosessene. Igjen ble vi overrasket fordi de stgrste
tapene i levedyktighet for fryse/skum var forbundet med sekundaer tgrking (om-
trent -1,5 log10). Vi teoretiserte at tapene skyldtes en kombinasjon av varme og
uttgrkingsstress over tid, selv om slike temperaturer ikke var problematisk i en

standard lyofilisering.

[0129] Forsgket ble gjentatt, denne gang med primaertgrking ved 15 °C hylletem-
peratur som strekker seg gjennom det sekundaere tgrketrinnet i et tidsrom tilstrek-
kelig til @ redusere restfuktighet til under 10 %. Her tok det omtrent 4 til 5 timer pa
15 °C for @ nd 10 % restfuktighet. Total, primaer og sekundeer tgrking ved 15 °C
fortsatte i omtrent 16 timer for & oppna en restfuktighet pa omtrent 7 %. Deretter
et endelig tgrketrinn med en trinnvis gkning av temperaturen til 33 °C. Som vist i
figur 10, skyldes tapene i levedyktighet forbundet med fryse/skum-tgrking hoved-
sakelig valg av sekundeaere tgrketemperaturer til punktet med 10 % restfuktighet.
Prosesseringstiden og ultimate uttgrkingsnivaer ble funnet & ha relativt liten innfly-

telse pa levedyktigheten i fryse/skum-tgrkeprosesser.

[0130] De viktigste forskjellene mellom fryse/skum-tgrking og standard lyofilise-
ringsprosesser var skummingen og konvektiv koketgrking som oppstar fer frysing,

og den utvidede sekundzere tgrketiden involvert i fryse/skum-prosessen. Disse eks-
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perimentene ga det overraskende resultatet at disse faktorene ikke er de stgrste
bidragsyterne til tapene i levedyktighet observert i sammenligninger av fry-
se/skum- og standard lyofiliseringsprosesser. Dette eksperimentet identifiserte en
variabel blant mange som har en dominerende innflytelse pa utfallet for levedyktig-
het. Ved & redusere sekundaere tgrketemperaturer for fryse/skum-tgrking, har vi
funnet at man kan oppnd sammenlignbare levedyktigheter som for standard lyofili-

sering.
EKSEMPEL 6
SYSTEM FOR LASK LAVTEMPERATUR SEKUND/AERTJRKING

[0131] Som beskrevet ovenfor, kan fryse/skum-preserveringsprosesser ha nytte av
lavere temperaturer under sekundaertgrketrinnet. Men dette kan fgre til lengre pro-
sesseringstid som kan pavirke framstillingsproduktiviteten. De fglgende eksemplene
identifiserer systemelementer som kan fremskynde lavtemperatur sekundaertgrking

som brukes i visse fryse/skum-tgrkeprosesser ifglge oppfinnelsen.

[0132] Forholdet mellom overflate og volum for fryse/skum-tgrkematerialet kan
veaere relativt lavt f.eks. i forhold til mange lyofiliserings- eller spray-tgrkeprosesser.
Denne ulempen kan vare sezerlig problematisk nar et dypt eller tykt frosset skum
skal tgrkes i en hovedsakelig lukket beholder, slik som en lyofiliseringsampulle. Vi
tror sekundaertgrking ved lave sekundaere tgrketemperaturer kan oppnas ved prak-
tiske tidsskalaer og resultere i hgy levedyktighet for virus og mikroorganismer,
f.eks. ved 8 redusere beholderens innvirkning pa tgrkingen og/eller ved 3 redusere

avstanden vannet ma bevege seg for a forlate skummet.

[0133] Systemer kan utformes for 8 gke hastigheten for lavtemperaturtgrking av
frosset skum. For eksempel, som vist i figur 11, kan systemer inkludere et miljg-
kontrollkammer 110, som gir styring av interne temperaturer og trykk. Inne i
kammeret kan det veere en sammensetning med et bioaktivt materiale 111 (flyten-
de opplgsning og/eller suspensjon) for skumming og frysing. Sammensetningen
kan anordnes pa en overflate 112. Selv om overflaten kan vaere den indre overflate
av en beholder, er den for raskere tgrking fortrinnsvis ikke en indre overflate av en
beholder. Det indre trykk i kammeret kan reduseres for 8 ekspandere sammenset-
ningen til et skum 113. Skummet kan fryses, f.eks. ved eksponering for en kjglt in-

tern atmosfaere, fordampingskjgling ogeller avkjgling av overflaten 112. I foretruk-
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ne utforelsesformer har det frosne skummet en tykkelse 114 pd mindre enn om-
trent 10 mm, mindre enn 5 mm, mindre enn 2 mm, omtrent 1 mm eller mindre.
Det tynne skummet, direkte eksponert for det innvendige kammermiljget uten inn-
vikning fra en beholder, kan utvikle seg raskt gjennom sekundeaertgrking til 10 %

restfuktighet eller mindre.

[0134] I systemene ifglge oppfinnelsen, kan frosne skum lyofiliseres og sekundeert
torket enten satsvis eller kontinuerlig, f.eks. pd overflaten av en stor beholder, en
plate, et belte eller en trommel 115. I det kontinuerlige prosesseringssystemet som
vises, kan formuleringen pafgres ved & sprgyte et lag pd en trommeloverflate. La-
get kan ekspanderes til et skumlag med et internt vakuum. Skummet kan fryses pa
overflaten med primaertgrkingen som kan vaere med lyofilisering. Trommelen kan
rotere og overfgre varme til eller fra laget som gnsket, pa forskjellige punkter langs
rotasjonen, f.eks. ved kontakt med varmevekslere, temperaturkontrollerte gass-
strgmmer, infrargdt lys, termoelektriske enheter og/eller lignende. For eksempel,
ved et punkt langs trommelflaten hvor skummingen er fullfgrt, kan trommelflaten
bli kjelt for & fryse skummet. Overflaten kan deretter varmes litt pa punkter videre
langs posisjoner av trommelrotasjonen for @ erstatte varmen tapt ved sublimering.
Ved sekundeertgrkepunkter ytterligere langs trommelrotasjonen, kan ytterligere
varme tilfgres overflaten for & f.eks. opprettholde omtrent 25 °C for & fjerne rest-
fuktighet. Endelig kan produktet med fryse/skum-tgrket bioaktivt materiale hgstes

fra trommelen, for eksempel ved skaping.

[0135] Alternativt kan pafgring, skumming, frysing, primeertgrking, sekundaertgr-
king og hgsting skjke i en batch-sekvensprosess pa hele prosessoverflaten. For ek-
sempel, kan formuleringen helles eller spres pa en plate eller bunnen av en stor
apen beholder for 3 danne et tynt lag. Arket kan plasseres i et miljgstyrt kammer
og sammensetningen kan ekspanderes til et tynt skum (f.eks. 1 mm til 10 mm) ved
trykkreduksjon. Skummet kan fryses ved en kombinasjon av tap av latent varme
og varmeledning ut fra skummet. Primaertgrkingen kan veere ved sublimering med
ersstatning av latent varme fra omgivende atmosfaere i det temperaturstyrte kam-
meret. Sekundaertgrkingen kan omfatte eksponering av skummet til en atmosfaere
ved 15-25 °C i den tiden som er ngdvendig for & oppnd 5 % relativ fuktighet.
Skummet kan hgstes ved & bryte skumplaten opp i partikler og helle dem i konven-

sjonelle beholdere for lagring.

EKSEMPEL 7
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FORLENGET LAVTEMPERATURT@RKING

[0136] Levedyktigheten til Listeria er blitt gkt gjennom forlenget lavtemperatur va-

kuumtgrking godt inne i, eller gjennom, det sekundaere trinnet.

[0137] Som vist i figur 12A, forblir levedyktigheten til Listeria monocytogenes rela-
tivt stabil under primeer- og sekundaertgrking ved en kammertemperatur pd 15 °C.

Men pa slutten med sekundaertgrking ved 33 °C ble tap i levedyktighet akselerert.

[0138] Ved & ganske enkelt utvide 15 °C tgrketemperatur til slutten av tgrketiden,
som vist i figur 12B, beholdt man hgye nivaer for levedyktighet, selv til en restfuk-

tighet pa omtrent 5 %.

EKSEMPEL 8

TRINNVIS SEKUNDART@RKING

[0139] Levedyktigheten til Listeria er blitt gkt gjennom forlenget lavtemperatur va-

kuumtgrking med tgrkingen fullfgrt med trinnvise temperaturgkninger.

[0140] Som vist i figur 13, preserveres Listeriacan med primaertgrking og tidlig se-
kundaer pd omtrent 7 °C, fulgt av ytterligere sekundeertgrking ved 15 °C. Denne
trinnvise tgrkingen ga hgy levedyktighet til omtrent 7 % restfuktighet i en praktisk
prosesseringstid. Ytterligere sekundeertgrking ved omtrent 25 °C og til slutt om-
trent 33 °C reduserte ikke levedyktigheten vesentlig, f.eks. i forhold til 33 °C tgr-
king vist i figur 12A. P& denne maten ble tgrking til mindre enn 5 % restfuktighet
oppnadd samtidig som man beholdt hgy levedyktighet, selv med en endelig 33 °C

tgrketrinn.

EKSEMPEL 9

EFFEKTEN AV IKKE-GLASSAKTIG MATRISE PA LEVEDYKTIGHET

[0141] Listeria ble preservert i polyolmatriser tgrket under og over matrisen Tg

uten vesentlig & endre levedyktigheten til mikroben.
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[0142] Listeria ble fryse/skum-tgrket i en sammensetning med sukrose (ren Tg
34,5 °C) og i en sammensetning med trehalose (ren Tg 53,9). Sammensetningene
ble tgrket i ampuller ved temperaturer som passerte over Tg til sukrosesammen-
setningene men forble under Tg til trehalosesammensetningen. Som vist i dia-
grammet p% figur 14, ble ikke levedyktigheten til Listeria gjennom prosesstrinnene
og i det endelige tgrkede produktet nevneverdig pavirket av hvorvidt matrisen for-

ble i en glassaktig tilstand under tgrkeprosessen.

[0143] Det skal forstas at eksemplene og utfgrelsesformene som er beskrevet her,
kun er veiledende og at forskjellige modifikasjoner eller endringer i lys derav vil bli
fores|att til erfarne personer innen bransjen , og skal regnes med i omfanget av de

etterfglgende kravene.

[0144] Mens den foregdende oppfinnelse er blitt beskrevet i noen detalj for klarhets
skyld og forstdelse, vil det vaere klart for en fagmann i bransjen ved lesning av
denne beskrivelsen, at forskjellige endringer i form og detalj kan gjgres uten a av-
vike fra det sanne omfanget av oppfinnelsen. For eksempel kan sammensetninge-
ne, teknikkene og apparatene som er beskrevet ovenfor brukes i forskjellige kom-

binasjoner.+
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KRAV

1. En metode for fremstilling av en stabil tgrr skumsammensetning omfattende

et bioaktivt materiale, denne metoden omfatter:

preparering av en sammensetning omfattende det bioaktive materialet, og

en polyol eller polymer, i et Igsemiddel;

ekspandering av sammensetningen til et skum;

frysing av skummet;

primeertgrking av det frosne skummet ved sublimering ved en skum tempe-

ratur pd 0 °C eller lavere, og,
sekundeertgrking av skummet i et miljg med en temperatur pa 25 °C eller
mindre i et tidsrom tilstrekkelig til & redusere skummet til en restfuktighet
pa 10 prosent eller mindre.

2. Metoden i krav 1, karakterisert ved:

det bioaktive materialet omfatter et virus eller bakterier, eller

det bioaktive materialet omfatter en Listeria-bakterie eller en stamme med

influensavirus.

3. Metoden i krav 2, karakterisert ved at metoden ytterligere omfatter @ holde
sammensetningen innenfor 2 °C av en membran-faseovergangstemperatur til
viruset eller bakteriene.

4, Metoden i krav 1, karakterisert ved:

skummet har en tykkelse pd 2 mm eller mindre;

en sekundaer tgrketemperatur forblir under glassovergangstemperaturen til

skummet;
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primaertgrkingen eller sekundaertgrkingen omfatter lyofilisering ved et trykk

pd 100 Torr eller mindre, eller

skummet blir tgrket i et tidsrom tilstrekkelig til & redusere skummet til en

restfuktighet pd 5 prosent eller mindre.
Metoden i krav 1, videre bestaende av:

slipe det tgrre skummet til et pulver med en gjennomsnittlig partikkelstgr-

relse fra omtrent 0,1 pm til omtrent 100 pm, eller

rekonstituering av skummet til vaeske eller slipe skummet til pulver for ad-

ministrering til et pattedyr.

En metode for fremstilling av en stabil tgrr skumsammensetning omfattende

et bioaktivt materiale, denne metoden omfatter:

preparering av en sammensetning omfattende det bioaktive materialet, og

en polyol eller polymer, i et Igsemiddel;
ekspandering av sammensetningen til et skum;
frysing av skummet;

primeertgrking av skummet ved sublimering ved en temperatur hvor skum-

met er frosset eller forblir under glassovergangstemperaturen til skummet,

0g,

sekundaertgrking av skummet i et miljg pa 25 °C eller mindre i et tidsrom

tilstrekkelig til & redusere skummet til 10 prosent restfuktighet eller mindre.
Metoden i krav 6, karakterisert ved:
det bioaktive materialet omfatter et virus eller bakterier, eller

det bioaktive materialet omfatter en Listeria-bakterie eller en stamme med

influensavirus.
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8. Metoden i krav 7, videre bestdende av & holde sammensetningen ved en
temperatur innenfor 2 °C av en membran-overgangstemperatur til det bioak-
tive materialet i 2 eller flere minutter fgr ekspandering av skummet.

9. Metoden i krav 6, karakterisert ved:

skummet har en tykkelse pd 2 mm eller mindre; eller

skummet blir tgrket i et tidsrom tilstrekkelig til & redusere skummet til en

restfuktighet pa 5 prosent eller mindre.

10. Et system for fremstilling av en stabil tgrr skumsammensetning omfattende et

bioaktivt materiale, dette systemet omfatter:

et miljgstyre-kammer som gir kontroll over intern temperatur og internt

trykk, og,

et skum i kammeret, dette skummet omfatter det bioaktive materialet, og

en polyol eller polymer, i et Igsemiddel;

hvori, skummet har en tykkelse pd@ 2 mm eller mindre, eller et aspektforhold

pa 10 eller mer, og,
hvori systemet er konfigurert til & tgrke skummet til 10 prosent restfuktighet
eller mindre, ved en temperatur pa 25 °C eller mindre, i Igpet av en periode
pa 2 dager eller mindre.

11. Systemet i krav 10, karakterisert ved:

det bioaktive materialet omfatter et virus eller bakterier, eller

det bioaktive materialet omfatter en Listeria-bakterie eller en stamme med

influensavirus.

12. Systemet i krav 10, karakterisert ved at skummet har en tykkelse pd 1 mm
eller mindre, eller et aspektforhold p§ 100 eller mer.
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