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69 Verfahren zum Lyophilisieren von Meningokokken-Vakzinen ohne Aktivititsverlust.

@ Das aus N. meningitidis fiir die Impfung gegen diese

Art von bakterieller Meningitidis isolierte, gereinigte
Gruppe A Polysaccharid-Antigen wird aus einer isotonen
wissrigen Natriumchloridldsung durch Gefriertrocknung
im Temperaturbereich von -20 bis -30 °C erhalten. Durch
die Lyophilisation in diesem niedrigen Temperaturbereich
trocknet das Natriumchlorid/Polysaccharid-Losungsmit-
tel ohne Herabsetzung des Molekulargewichts, d. h. ohne
Aktivitatsverlust.
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PATENTANSPRUCHE

1. Verfahren zum Konservieren von aus Polysacchariden
von N. meningitidis der Gruppe A erhaltenen Vakzinen un-
ter Verhinderung einer Herabsetzung des Molekularge-
wichts, dadurch gekennzeichnet, dass man eine isotone L6-
sung des Polysaccharids bei einer Temperatur von —20 bis
—30°C bis zum Erreichen eines Feuchtigkeitsgehalts unter 3
Prozent Iyophilisiert.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,
dass man die Lyophilisation bis zu einem Feuchtigkeitsge-
halt von weniger als 1 Prozent fortsetzt.

3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,
dass man die Lyophilisation bei einem Druck von weniger
als 66,6 Pa ausfithrt.

4. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,
dass man die Lyophilisation bei einem Druck von weniger
als 26,6 Pa ausfiihrt.

5. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,
dass man das Polysaccharid vor der Lyophilisation auf eine
Temperatur von — 30 bis —40 °C abkiihlt und mindestens 12
Stunden lang bei dieser Temperatur stehen lésst, und dass
man die Lyophilisation bei dieser erniedrigten Temperatur
beginnt.

Die vorliegende Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren
zum Konservieren von aus Polysacchariden von N. menin-
gitidis der Gruppe A erhaltenen Vakzinen unter Verhin-
derung einer Herabsetzung des Molekulargewichts.

Meningokokken-Meningitis ist eine entziindliche Er-
krankung der Gehirn- und Riickenmarkmembranen. Frither
nahmen die meisten Félle von Meningitis einen akuten und
todlichen Verlauf. Durch die Einfiihrung der Therapie mit

Antibiotika konnte die Sterblichkeitsrate in frith erkannten -

Fillen vermindert werden. Trotzdem bleibt aber eine nicht
diagnostizierte Meningitis eine todlich verlaufende Erkran-
kung. Auch bei der Verabfolgung von Antibiotika ist die
Prognose ungiinstig, insbesondere bei jiingeren Patienten.
Diese negative Progrnose beruht teilweise darauf, dass Kin-
der von 3 Monaten bis 2 Jahren selten die typischen Krank-
heitssymptome zeigen. Somit verzogert sich die Therapie mit
Antibiotika, die an sich friih einsetzen muss, so lange, bis
das Kind hoffnungslos und offenkundig erkrankt ist oder bis
die Krankheit durch Laborbefunde bestitigt wird.

Meningokokken-Meningitis ist eine durch die Spezies
Neisseria meningitidis hervorgerufene Infektion. Diese Spe-
zies ldsst sich in verschiedene serologische Gruppen ein-
teilen, ndmlich A, B, C, D usw. Jede dieser Gruppen ist
durch ein charakteristisches, kapsulires Polysaccharid, das
mit der Zellwand der speziellen Gruppe assoziiert ist, ge-
kennzeichnet. Es wurde festgestellt, dass dieser aus Polysac-
charid bestehende Zellbestandteil bei Einfithrung in Sauge-
tiere eine Antikorperbildung induziert und somit einen
Schutz gegen spitere Infektionen bietet. Derartige Vakzine
konnen aus vollstdndigen Mikroorganismenkulturen isoliert
und nach iiblichen Verfahren verabfolgt werden.

Aufgabe der Erfindung ist es, ein Verfahren zum Konser-
vieren von derartigen Vakzinen zur Verfiigung zu stellen, bei
dem kein Abbau des Molekulargewichts eintritt.

Diese Aufgabe wird durch das erfindungsgemésse, im
Patentanspruch 1 definierte Verfahren gelost.

Im erfindungsgeméssen Verfahren wird somit zur Kon-
servierung des Vakzinprodukts eine das Molekulargewicht
nicht abbauende Lyophilisationsstufe angewendet. Dies ist

von Vorteil, da bekanntlich Polysaccharidprodukte von ho-
herem Molekulargewicht im Vergleich zu Produkten von
niedrigerem Molekulargewicht ein grosseres Mass an Im-
munogenitit ergeben. ,

s Die Antigenitit oder Aktivitdt von Meningitidis-Vak-
zinen erweist sich bei den Polysacchariden der Gruppe A
und C als molekulargewichtsabhéngig. Das fiir Meningiti-
dis-Vakzine verwendete Polysaccharidmaterial erweist sich
nach Isolation und Reinigung als sehr unstabil. Um seine

10 Aktivitét zu erhalten, wird es wie andere biologische Sub-
stanzen der Lyophilisation unterworfen. Aus der FR-PS
1 055 841 und der US-PS 3 271 875 ist es beispielsweise be-
kannt, Substanzen in wéssriger Umgebung durch Lyophili-
sation zu stabilisieren. Bei der Lyophilisation wird die wéss-

15 rige Umgebung durch Einfrieren zam Erstarren gebracht.
Anschliessend wird das Eis durch selektive Sublimation un-
ter vermindertem Druck entfernt. Das gefriergetrocknete
oder lyophilisierte Material ist zumeist bei Temperaturen
von 0°C oder darunter stabil und kann bei diesen Tempera-

20 turen relativ lange gelagert werden.

Die Gefriertrocknung von Polysacchariden verlduft zwar
bei Temperaturen iiber —20 °C wirksamer, es wurde jedoch
festgestellt, dass die bei diesen Temperaturen zu erzielenden
kiirzeren Trocknungszeiten mit einem offensichtlicherr Ab-

25 fall des Molekulargewichts verbunden sind. Dabei handelt es
sich nicht um einen Abbau, bei dem Bindungen gespalten
werden. Vielmehr scheint eine Konformationséinderung ab-
zulaufen, bei denen Monomere ein geringeres Volumen ein-
nehmen, so dass das Molekiil eine geringere Grosse auf-

30 Zuweisen scheint. Ferner wurde festgestellt, dass die As-
soziierung von Wassermolekiilen am Polysaccharid fiir die
Aufrechterhaltung der Polymerkonformation wesentlich ist.

Nach dem erfindungsgeméssen Verfahren ist es moglich,
das isotone Medium auf einen Feuchtigkeitsgehalt von weni-

3s ger als 3 Prozent zu lyophilisieren, ohne dass das Polysac-
charid entwissert wird und ein anschliessender Abfall des
Molekulargewichts auftritt. Dies wird erfindungsgemaiss da-
durch erreicht, dass die Temperatur des zu lyophilisierenden
Materials wihrend der Dauer der Lyophilisation auf —30

40 bis —20°C gehalten wird. Bei dieser verminderten Tempera-
tur wird das freie Wasser (Eis) aus dem Salzmedium sub-
limiert, wihrend gebundenes Wasser, das bei der verminder-
ten Temperatur fester mit dem Polysaccharid assoziiert ist,
nicht verfliichtigt wird. Vorzugsweise wird eine sterile L6-

45 sung mit einem Gehalt an 1,47 mg/ml Meningokokken-
Gruppe A-Polysaccharid und 1,25 Prozent (Gew./Vol.) Na-
triumchlorid in einer Tiefe von 0,15 bis 0,35 cm lyophilisiert.

Bei der Ausfithrung des erfindungsgemissen Verfahrens
konnen die Polysaccharid-Vakzine der Gruppe A in Ali-

so quotanteilen von zweckméssiger Grosse aseptisch in entspre-
chende Ampullen verteilt werden. Die Losungen in den Am-
pullen werden zweckméssig auf —40 °C eingefroren und bei
dieser Temperatur in einem Fach eines Tablett-Gefriertrock-
ners gelagert. Diese Lagerung vor der tatsdchlichen Lyo-

ss philisation ist fiir das erfindungsgemaésse Verfahren nicht
wesentlich. Dieser Schritt ist jedoch zweckméssig und somit
bevorzugt, da dadurch vermieden wird, dass wihrend des
restlichen Lyophilisationsverfahrens eine fibermassig ge-
kiihite Fliissigkeit erhalten wird.

6o Inder Kammer der Gefriertrocknungsvorrichtung wird
zweckmissig ein Unterdruck von weniger als 66,6 Pa einge-
stellt. Bei Anwendung dieses Drucks werden zufriedenstel-
lende Ergebnisse erzielt. Vorzugsweise betrigt der Unter-
druck jedoch weniger als 26,6 Pa, bevor die Temperatur we-

ss sentlich iiber —40 °C steigt.

Wird das isotone Polysaccharidmaterial in eine Lyophili-
sationsvorrichtung bei einer Temperatur von — 30 bis
—20°C und einem Druck von weniger als 66,6 Pa gebracht,



so fiihrt dies zu guten Ergebnissen. Vorzugsweise wird je-
doch die Aquilibrierungsstufe angewendet, um das zu lyo-
philisierende Material auf eine Temperatur unter —30°C zu
bringen. Ferner wird die Anwendung eines verminderten
Drucks unter 26,6 Pa bevorzugt. Die Lagerungstemperatur
in der Gefriertrocknungsvorrichtung wird auf maximal
—30°C erhdht und konstant gehalten, bis in das sublimie-
rende Eis eingesetzte Thermoelemente wéhrend mehr als 2
Stunden einen konstanten Wert anzeigen. Die Unterdruck-
kammer kann sodann mit einem sterilen Gas beliiftet wer-
den, vorzugsweise mit trockenem Argon. Die Ampullen mit
dem nunmehr lyophilisierten Vakzin werden zweckmassig
verstopselt. Man erhélt ein trockenes, voll aktives gefrierge-
trocknetes Produkt mit einem Feuchtigkeitsgehalt unter 1
Prozent.

Beispiel 1

2,2 ml einer sterilen wissrigen Lésung mit einem Gehalt
an 1,47 mg/ml Gruppe A-Meningokokken-Polysaccharid
und 12,5 Prozent (Gew./Vol.) Natriumchlorid werden je-
weils in 50 Ampullen von 3,18 cm Durchmesser verteilt. Die
Ampullen werden unter Verwendung von geriffelten Stop-
fen, die einen Austritt von Dampf erlauben, teilweise ver-
schlossen.

Sodann werden die Ampullen auf —40 °C in einem Ta-
blett-Gefrierschrank bis zur Durchfithrung der Lyophilisa-
tionsstufe eingefroren. Die Ampullen werden sodann in ein
Fach von —40°C eines 1,49 m? grossen Tablett-Gefrier-
trocknungsgerits gebracht und bei Atmosphérendruck ge-
halten. Ein Vakuum von weniger als 13,3 Pa wird angelegt,
wobei die Temperatur im Fach linear innerhalb von 3 Stun-
den auf — 30 °C ansteigt. Diese Temperatur von —30°C
wird 46 Stunden lang aufrechterhalten. Das Vakzinprodukt
erweist sich nach 36 Stunden bei der gegebenen Temperatur
im Fach als dquilibriert. Das endgiiltige Vakuum betrégt
3,06 Pa.

Die Vakuumkammer wird sodann mit sterilem Argon
beliiftet und die Ampullen werden verstopselt. Es ergibt sich
ein Feuchtigkeitsgehalt von 0,25 Prozent, gemessen unter
Verwendung von P,O;. Das Molekulargewicht, gemessen
unter Bestimmung des Verteilungskoeffizienten bei der
Chromatographie an Sepharosegel, entspricht einem Kd-
Wert von 0,10. Dies stellt einen Anstieg des Kd-Werts von
weniger als 0,05 dar.

Beispiel 2
Aliguotanteile von jeweils 0,44 ml einer sterilen wiiss-
rigen Lésung mit einem Gehalt von 1,47 mg/mil Gruppe A-
Meningokokken-Polysaccharid und 12,5 Prozent (Gew./
Vol.) Natriumchlorid werden in 3744 Ampullen fiir 10fache
Dosen verteilt.
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Die partiell verstopselten Ampullen werden etwa 12
Stunden lang bei —40 °C gelagert. Sodann werden die Am-
pullen in ein Fach eines 0,75 m? grossen Tablett-Gefrier-
trocknungsgerits von —40 °C gebracht und 1 Stunde lang

s bei Atmosphirendruck bei —40 °C gehalten. Ein Vakuum
von weniger als 13,3 Pa wird angelegt. Die Temperatur des
Faches wird sodann innerhalb von 3 Stunden linear auf
—30°C angehoben und 24 Stunden lang bei dieser Tempera-
tur gehalten. Das Vakzinprodukt dquilibrierte sich bei dieser

10 Temperatur innerhalb von 15 Stunden. Das endgiiltige Va-
kuum betrigt 2,26 Pa.

Der Feuchtigkeitsgehalt betrdgt 0,37 Prozent und der
Verteilungskoeffizient bei der Chromatographie 0,22.

15 Beispiel 3
Aliquotanteile von jeweils 0,5 ml einer sterilen Losung
mit einem Gehalt an 110 pg/ml Meningokokken-Gruppe A-
Polysaccharid und 0,9 Prozent (Gew./Vol.) Natriumchlorid
werden in 92 400 Ampullen fiir Einzeldosen verteilt.

20  Die Ampullen werden partiell verstopselt und bis zur
Lyophilisation bei —40 °C gelagert. Sodann werden die Am-
pullen bei —40°C in ein Fach von 15,8 m? Grdsse eines
Tablett-Gefriertrocknungsgerits von —40 °C gebracht und 1
Stunde lang bei —40 °C gehalten. Ein Vakuum von weniger

25 als 13,3 Pa wird angelegt. Die Temperatur im Fach steigt in-
nerhalb von 3 Stunden linear auf — 30 °C. Diese Temperatur
wird 46 Stunden lang aufrechterhalten. Nach 36 Stunden er-
gibt sich eine Aquilibrierung von Fach und Produkt. Das
endgiiltige Vakuum betrigt 3,73 Pa.

30  Der Feuchtigkeitsgehalt des getrockneten Produkts be-
trigt 0,6 Prozent. Der Verteilungskoeffizient Kd = 0,29
zeigt einen Anstieg von weniger als 0,10.

Beispiel 4

35 Aliquotanteile von 2,2 ml einer sterilen Losung mit ei-
nem Gehalt an 1,47 mg/ml Meningokokken-Gruppe A-Po-
lysaccharid werden in 50-Dosen-Ampulien von 3,18 cm
Durchmesser verteilt. Die Ampullen werden bei —40 °C ein-
gefroren und in ein Fach eines Tablett-Gefriertrocknungsge-

40 Tits von —40 °C gebracht. Die Temperatur des Fachs steigt
linear innerhalb von 5 Stunden auf 1 °C. Diese Temperatur
wird 15 Stunden lang aufrechterhalten. Das erhaltene Pro-
dukt weist einen Feuchtigkeitsgehalt von 0,51 Prozent und
einen Verteilungskoeffizienten bei der Chromatographie von

+s Kd = 0,41 auf, was einem Anstieg von weniger als 0,05 ent-
spricht.

Aus den vorstehenden Beispielen ergibt sich, dass der
Endpunkt des Feuchtigkeitsgehalts bei einer Verminderung
unter 3 Prozent und vorzugsweise unter 1 Prozent erreicht

so ist. Im allgemeinen wird dies nach 15 bis 48 Stunden bei den
angegebenen Temperaturen und Driicken erreicht.
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