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Verfahren zur Herstellung von im Wesentlichen kugelfdrmigen Lyophilisaten
Beschreibung

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung von einem im
Wesentlichen kugelformigen Lyophilisat. Weiterer Gegenstand der vorlie-
genden Erfindung sind entsprechende durch das erfindungsgemaBe Ver-

fahren bereitgestelite Lyophilisate sowie deren spezifische Verwendung.

Des Weiteren betrifft die vorliegende Erfindung die kombinierte Verwendung
von hydrophilen und hydrophoben Phasen zur Erzeugung von im Wesentli-

chen kugelférmigen Flussigkeitsvoluminaim Rahmen der Gefriertrocknung.

Die Gefriertfrocknung, auch als Lyophilisation oder Sublimationstrocknung
bezeichnet, ist ein Verfahren zur schonenden Trocknung hochwertiger Pro-
dukte. Bei der Gefriertrocknung verdampfen die Eiskristalle direkt ohne den
Ubergang in den flussigen Zustand. Das Endprodukt der Gefrierfrocknung

wird als Lyophilisat bezeichnet.

In der Biotechnologie und Pharmaindustrie dient die Gefriertrocknung der
Stabilisierung und Haltbarmachung von flissigen Reagenzienformulierungen,
wie Pharmaka und Enzymldsungen. Mit dieser Methode ist es beispielsweise
moglich, die Aktivitat von empfindlichen Enzymen bel Raumtemperatur fur
lange Zeit aufrecht zu erhalten. Um den Inhalt der getrockneten Probe ein-
zusefzen (als Pharmakum oder fur biologische Reaktionen, wie beispiels-
weise der PCR (Polymerase Chain Reaction (PCR, Polymerase Kettenreak-
tfion))) wird das Lyophilisat mit einem adaguaten Loésungsmittel, bei welchem
es sich in der Regel um Wasser handelf, versetzt. Dies fuhrt zu einer soforti-
gen Rucklésung der getrockneten Inhaltsstoffe, welche dann in Losung wie-

der ihre ursprungliche Wirkung entfalten.

In der Pharmaindustrie Uberwiegen pulverférmige Formulierungen bzw. po-
rdse Gefriertrocknungskuchen, die Ublicherweise in einem mit einem Septum
bestUckien GlasgefdB getrocknet und anschlieBend verschlossen werden.

Daneben ist es aber auch moglich, lyophilisierfe Proben in Kugelform herzu-
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stellen, welche mehrere Vorteile im Vergleich zu Lyophilisaten mit anderen

geomeftrischen Formen aufweisen:

So ermoglicht bzw. erleichtert die Kugelform von entsprechenden Lyophili-
saten das spdtere Konfektionieren der Proben durch ihre kompakte und

wohldefinierte Geometrie sowie ihre Rieselfahigkeit.

Dardber hinaus sind kugelformige Lyophilisate dahingehend inhdrent, als
dass eine unspezifische Adsorption von Reagenzien an beispielsweise Ober-
flachen des Behdlters, in dem die Probe gefriergetrocknet wird, nahezu

ausgeschlossen oder deutlich reduziert ist,

Die Anwendung der Gefriertrocknung als Kryogranulierung ist beispielsweise
in WO 03/020959 A, WO 2005/058474 A und aus dem Artikel ,Cryogranulati-
on: A Pofential New Final Process for Bulk Drug Substances®, D. J. Schmidt et
al. Biopharm, 1997 (Seiten 28 ff.) bekannt, wobel die hierin beschriebenen
Verfahren dahingehend nachteilig sind, dass sie zu einer sehr schnellen Ab-

kihlung der zu gefrierfrocknenden Reagenzien fuhren,

Verfahren zur Herstellung von kugelformigen Lyophilisaten sind an sich be-

kannt.

So offenbart beispielsweise die US 2005/0069898 A die Herstellung von ly-
ophilisierten Kugeln durch ein Verfahren, in welchem zundchst eine wassrige
Losung der zu gefrierfrocknenden Substanz hergestellt wird. Eine kugelfdr-
mige Ausbildung der Losung ergibt sich durch das Auftragen der Emulsion
auf einem Trager, wie einem Glas oder einem beschichteten Aluminium-
material, auf einer kryogenen Flussigkeit oder einer durch eine kryogene
Flussigkeit gekuhlten Oberfidche. Ferner kann die Ldésung auch in flussigem
Stickstoff eingetragen werden. Hierdurch wird die Emulsion schockgefroren
und kann anschlieBend einer Gefrierfrocknung unterworfen werden, Weitere
Trocknungsverfahren, die in der US 2005/0069898 A erwdhnt werden, sind

einfache Vakuumtrocknung und Verdampfung.
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3
Um wdhrend der Trocknung eine Agglomerisation von den kugelformigen
Volumina zu vermeiden, werden diese durch geeignete Vorrichtungen auf

Abstand gehalten.

Nachteilig an diesem Verfahren ist, dass es nur batchweise durchgefuhrt
werden kann. Ein weiterer Nachteil besteht in dem fur das Verfahren uner-
lasslichen Umgang mit flussigem Stickstoff, durch welchen es bei der Durch-
fuhrung des Einfrierens zu einer hohen Abkuhlrate der Probe kommt, die
dariber hinaus nicht beeinflussbar ist. Hohe AbkuUhlraten kdnnen dabei zu

einer Belastung der zu lyophilisierenden Probe fuhren.

Ein &hnliches Verfahren zur Herstellung von kugelférmigen Lyophilisaten wird
in der WO 2008/144063 A offenbart, in welcher die Gefriertrocknung einer
Sucralose-Ldsung beschrieben wird. Zu diesem Zweck wird die Sucralose-Lo6-
sung mit einer kalten OberfiGche oder einem kalten Fluid in Kontakt ge-
bracht, um die Lésung einzufrieren. AnschlieBend wird die eingefrorene LO-
sung gefriergetrocknet. Vor dem eigentlichen Schockfrieren wird jedoch zu-
nachst eine Tropfchenform der zu gefriertrocknenden Losung erzeugt. In den
Beispielen der WO 2008/144063 A erfolgt diese Bildung der Tropfenform
spontan durch Einbringen der zu gefriertrocknenden Losung in flussigen
Stickstoff. Auch bei diesem Verfahren kommt es durch die Verwendung von
flussigem Stickstoff zu hohen AbkUhlraten und damit zu einer Belastung der

zu lyophilisierenden Probe.

Ferner konnen die zu gefriertrocknenden Lésungen auch in Tropfenform in
einen Gastrdger gespriht werden, wobel das Gas kalt genug ist, die Tropf-
chen einzufrieren. AnschlieBend erfolgt dann die Gefriertrocknung der ein-
gefrorenen Tropfchen. Auch diese Lyophilisate weisen eine kugelformige

Struktur auf.

Fine weitere Vorgehensweise zur Herstellung von gefriergetrockneten kugel-
formigen Formkorpern besteht darin, eine Flussigkeit auf eine kryogen ge-
kihlte hydrophobe Oberfldche, beispielsweise aus Diamant, Siliziumdioxid
oder PTFE, zu dispensieren. Die Dispensiergeschwindigkeit ist fur verschie-

dene Probenvolumina empirisch zu bestimmen. Das maximal herstellbare
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Kugelvolumen ist jedoch auf 35 ul begrenzt. Ein entsprechendes Verfahren
ist beispielsweise in der US 2007/0259348 A beschrieben.

Diese aus dem Stand der Technik bekannten Verfahren zur Herstellung von
gefriergetrockneten kugelférmigen Formkorpern sind dahingehend nachtei-
lig, als dass das herstellbare Kugelvolumen begrenzt ist. Zur Herstellung der
entsprechenden gefriergetrockneten Formkorper ist ferner der Umgang mit
kryogenen Substanzen, wie beispielsweise FlUssigstickstoff, zwingend erfor-
derlich, was die jeweiligen Verfahren umstédndlich macht und dartber kos-
tenintensiv ist. Ferner kann es durch die Verwendung entsprechender kryo-
gener Substanzen zu Belastungen der zu lyophilisierenden Substanzen auf-

grund hoher Abkuhlraten kommen.

Daruber hinaus ist es bei den vorbeschriebenen Verfahren erforderlich, dass
die lyophilisierfen Kugeln nach inrer jeweiligen Herstellung immer in einem
zweiten Arbeitsgang in das final benutzte Transport-, Lager- bzw. Reaktions-
gefédB umgeflllt werden, was ebenfalls umstandlich ist und insbesondere
bei empfindlichen Reagenzien zu einer Zersetzung oder Verschlechterung

des Reagenz fuhren kann.

Ferner sind Verfahren zur Aliquotierung von Reagenzien bekannt, wie aus EP
2 168 557 A und CA 2,016,285, die jedoch keine Anwendung in der Gefrier-

trocknung umfassen.

Die vorliegende Erfindung stellt sich nunmehr die Aufgabe, die bekannten
Verfahren zur Herstellung von kugelférmigen Lyophilisate durch Gefriertrock-
nung insbesondere im Hinblick auf die vorstehend genannten Nachfeile zu

verbessern.

Insbesondere ist es eine Aufgabe der vorliegenden Erfindung, ein Verfahren
zur Herstellung von kugelférmigen Lyophilisaten durch Gefriertrocknung be-
reitzustellen, bei welchem das herstellbare Kugelvolumen im Wesentlichen

keiner Begrenzung unterliegt.

Des Weiteren stellt sich die vorliegende Erfindung vorzugsweise die Aufgabe,

ein Verfahren zur Herstellung von kugelféormigen Lyophilisaten durch Gefrier-
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trocknung bereitzustellen, mit welchem eine kontinuietrliche Herstellung von

gefriergetrockneten Formkorpern moglich ist,

Eine weitere Aufgabe, welche von der vorliegenden Erfindung vorzugsweise
geldst wird, ist die Bereitstellung eines Verfahrens zur Herstellung von ge-
friergetrockneten Lyophilisaten, bei welchem ein Umgang mit kryogenen
Substanzen, wie beispielsweise FlUssigstickstoff, nich erforderlich ist. Hier-
durch soll das enfsprechende Verfahren einfach und kostengunstig durch-

fuhrbar sein.

Ferner soll die vorliegende Erfindung insbesondere die Aufgabe [0sen, ein
Verfahren zur Herstellung von gefriergetrockneten Lyophilisaten bereitzustel-
len, bei welchem die lyophilisierenden Formkérper nach ihrer jeweiligen Her-
stellung nicht mehr in das endgultig benutzte Transport-, Lager- bzw. Reakfi-
onsgefa® umgefullt werden muissen. Gemd® dieser Aufgabe wird somit vor-
zugswelse ein Verfahren nachgesucht, welches bereifs in geeigneten Trans-
port- bzw. LagergefdBen durchgefuhrt werden kann. Bei diesen Gefdlen soll
es sich insbesondere auch um ReaktionsgefdBe handeln kénnen, in welchen

die Lyophilisate spdter wieder erneut umgesetzt werden.

SchlieBlich stellt sich die vorliegende Erfindung insbesondere auch die Auf-
gabe, ein Verfahren zur Herstellung von gefriergetrockneten Formkorpern
bereitzustellen, bel welchem hohe Abkuhlraten, wie beispielsweise von ca.
50 bis 100 °C pro Sekunde, die bei empfindlichen Substanzen zu Schaden

fuhren konnen, vermieden werden,

Die vorstehenden Aufgaben werden durch das im Folgenden beschriebene
erfindungsgemaBe Verfahren zur Herstellung von gefriergetrockneten Ly-
ophilisaten geldst, wobei einzelne der vorstehenden Aufgaben insbesondere
durch bevorzugte Ausgestaltungen des erfindungsgemdaBen Verfahrens ge-

10st werden.

Die Losung der der vorliegenden Erfindung zugrundliegenden Aufgabe geht
aus von einem Verfahren zur Herstellung von einem festen Formkoérper, ent-

haltend mindestens ein Reagenz, durch Gefrierfrocknung einer flUssigen
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Phase, welche das mindestens eine Reagenz umfasst, gekennzeichnet

durch die folgenden Verfahrensschritte:

(1) Bereitstellung einer ersten Phase, welche mindestens ein zu gefrier-
frocknendes Reagenz enthalt;

(2) Inkontaktbringen der ersten Phase mit einer zweiten Phase, wobei eine
der beiden Phasen hydrophob ist und die andere Phase hydrophil ist;
(3) Einfrieren der ersten Phase in dem aus Verfahrensschritt (2) resultie-

renden System aus zwei Phasen und Entfernen der zweiten Phase aus
dem System; und
(4) Gefriertrocknen der aus Verfahrensschritt (3) verbleibenden ersten

Phase unter Erhalt eines im Wesentlichen kugelformigen Lyophilisats.

ErfindungsgemaB ist also vorgesehen, dass eine flussige Phase, welche das
zu gefriertrocknende Reagenz umfasst, zundchst in einzelne diskrete vorbe-
stimmte Volumina aliquotiert, d.h. aufgefeilt, wird. Diese Aliquotierung der
flussigen Phase ist vorzugsweise so ausgebildetf, dass beliebige, jedoch vor-
bestimmbare bzw. vorbestimmite Volumina einzelner Aliquots erhalten wer-
den. Verfahrensweisen zur Erzeugung entsprechender Volumina werden spa-

ter ndher beschrieben.

AnschlieRend werden die aliquotierten Volumina der flussigen Phase abge-
kuhlt und gefriergetrocknet, wobei entsprechende Lyophilisate erhalten wer-
den. Je nach Ausgestaltung des erfindungsgemalen Verfahrens konnen un-

terschiedliche Volumina des Lyophilisats erreicht werden:

In einer ersten Ausgestaltung weisen die Lyophilisate ein Volumen auf, wel-

ches dem Volumen der ersten Phase entspricht.

Auch ist es in einer zweiten Ausgestaltung moglich, dass das Volumen des
Lyophilisats kleiner ist als das Flussigkeitsvolumen der ersten Phase, da durch
die Gefriertrocknung die flUssige Phase, in welcher das Reagenz zundchst

gelost oder emulisiert war, entfernt wird.

SchlieBlich kédnnen in einer dritten Ausgestaltung die Volumina der Lyophili-

sate auch groBer sein als die Volumina der ersten Phase. Dieses ist im All-
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gemeinen dann der Fall, wenn man Gefrierfrocknungsadditive verwendet,
mit welchen die fur das Lyophilisat erforderliche Stabilitat erreicht werden
kann. Geeignete Gefriertrocknungsadditive sind zum Beispiel Zuckerverbin-
dungen, wie Zuckeralkohole. Da sich das Lyophilisat beim Einfrieren gege-
benenfalls geringfugig ausdehnen kann und die Gefrierfrocknungsadditive
somit ein Additivgertst aufbauen kénnen, welches auch geringfugig groBer
sein kann als die ursprungliche flussige Phase, kann auch das Lyophilisat
etwas groBer sein als das Volumen der ersten flussigen Phase, in welcher

das Reagenz vorliegt.

Das zu gefriertrocknende Reagenz kann dabei in der flussigen Phase gelost
oder suspendiert vorliegen. Wenn das zu gefrierfrocknende Reagenz in einer
Suspension vorliegt, ist es bevorzugt, wenn die Emulsion bis zum Zeifpunkt
des vollstandigen Einfrierens durch die Abkuhlung homogen bleibt und sich

nicht entmischt.

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung wird die erste Phase vorzugsweise
aliguotiert: d.n. das Volumen der ersten Phase wird auf kleinere einzeine,

insbesondere vordefinierte Volumina aufgeteilt.

In der vorliegenden Erfindung erfolgt die in dem ersten Verfahrensschritt er-
forderliche Aliguotierung der flussigen Phase, welche mindesftens ein Red-
genz umfasst, durch die kombinierte Verwendung von einer hydrophilen und
einer hydrophoben Phase. Unter einer hydrophilen und einer hydrophoben
Phase werden insbesondere Phasen verstanden, welche im Wesentlichen

nicht miteinander mischbar sind.

Dem erfindungsgemdaBen Verfahren liegt die Erkenntnis zugrunde, dass FlUs-
sigkeiten, die in eine nicht mischbare, zweite Flussigkeit eingebracht wer-
den, spontan eine Kugelform ausbilden. Wenn nun eine flussige Phase, wel-
che ein zu gefriertrocknendes Reagenz umfasst, in eine nicht mit dieser flus-
sigen Phase mischbare FlUssigkeit eingebracht wird, bildet sich spontan eine
Kugelform der flussigen Phase, enthaltend das Reagenz, aus. Bei der Ge-

friertrocknung wird diese Kugelform aufrecht gehalten.
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Die erste und die zweite Phase sind so ausgebildet, dass bei einer Tempera-
tur von im Allgemeinen mindestens 5 °C, bevorzugt mindestens 10 °C, weiter
bevorzugt mindestens 15 °C, noch weiter bevorzugt mindestens 20 °C, un-
terhalb des Gefrierpunkts der ersten Phase, welche das zu gefriertrocknende
Reagenz enthdlt, beide Phasen nicht miteinander mischbar sind und es bei
dem Inkontaktbringen der ersten und der zweiten Phase zu einer Phasen-
trennung kommt. Unter nicht miteinander mischbar wird im Rahmen der vor-
liegenden Erfindung verstanden, dass die erste Phase sich mit der zweifen
Phase zu weniger als 10 Vol-%, bevorzugter zu weniger als 5 Vol-%, am be-

vorzugtesten zu weniger als 1 Vol-%, mischt.

Im Folgenden werden zwei Ausfuhrungsformen peschrieben, in welchen es
unter Verwendung von einer hydrophilen und einer hydrophoben Phase zu
einer Aliquotierung des Volumens der einen Phase, enthaltend das mindes-

tens eine Reagenz, in der anderen Phase kommf.

In einer ersten Ausfiuhrungsform der vorliegenden Erfindung liegt das Rea-

genz, welches als gefriergetrockneter Lyophilisat erhalten werden soll, in der

hydrophilen Phase vor,

Diese hydrophile Phase wird in die hydrophobe Phase eingetfragen. Durch
die Auswahl entsprechender hydrophiler und hydrophober Phasen kénnen
durch das Einbringen der hydrophilen Phase in die hydrophobe Phase dis-
krete spezifische Volumina an hydrophiler Phase, vorzugsweise in Kugelform,
in der hydrophoben Phase erhalten werden. In diesen spezifischen einzelnen
kugelformigen Volumina der hydrophilen Phase liegt das mindestens eine

Reagenz vor.

Der Schmelzpunkt der hydrophoben Phase liegt in dieser ersten Ausfuhrungs-
form vorzugsweise um mindestens 10 °C, besonders bevorzugt 15 °C, insbe-
sondere 20 °C, niedriger als der Schmelzpunkt der hydrophilen Phase, so
dass durch Einfrieren der Mischung aus hydrophiler und hydrophober Phase
die hydrophobe Phase vorzugsweise ruckstandsfrei entfernt werden kann.
Dieses kann beispielsweise dadurch erfolgen, dass die nydrophile und hyd-

rophobe Phase auf eine Temperatur abgekuhlt wird, welche niedriger ist als
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der Schmelzpunkt der hydiophilen Phase, die damit einfriert, und hoher ist
als der Schmelzpunkt der hydrophoben Phase, die damit flussig bleibt., Wenn
diese entsprechende Temperatur erreicht wurde, kdnnen die beiden Phasen
durch Ubliche Fest-Flussig-Abtrennungsverfahren getrennt werden. Das erfin-
dungsgemdRe Verfahren wird dabei vorzugsweise auf einer Glasfritte durch-
geflhrt, so dass die im flussigen Zustand verbleibende hydrophobe Phase
durch den Frittenboden abgesaugt werden kann. Auch alternative Abfrenn-
verfahren fur die flissige hydrophobe Phase von der hydrophilen Phase, wie
beispielsweise ein Abdekantieren der flUssigen hydrophoben Phase von der

festen eingefrorenen hydrophilen Phase, kdnnen angewendet werden.

Im Allgemeinen werden in dieser ersten Ausfuhrungsform die Dichfen der
hydrophilen und hydrophoben Phase so aufeinander abgestimmt, dass die
Dichte der hydrophilen Phase ungefdhr gleich oder groBer ist als die der
hydrophoben Phase. In der ersten AusfUhrungsform fuhrt das dazu, dass bei
einem Eintragen der hydrophilen Phase in die hydrophobe Phase die hydro-
phile Phase auf den Boden des GefdRes, in welchem das erfindungs-
gemdaBe Verfahren durchgeflhrt wird, sinkt. Um eine Bodenberuhrung der
hydrophilen Phase in dem GefdB zu vermeiden, kann bei Verwendung einer
Glasfritte beispielsweise der Frittenboden mit der hydrophoben Phase ge-
trankt werden. Wenn die hydrophile Phase den Boden beruhrt, kann es zu

einer Auflosung der kugelformigen Struktur der hydrophilen Phase kommen.

In einer bevorzugten Ausgestaltung der ersten Ausfuhrungsform wird das er-
findungsgemaBe Verfahren durch folgende Verfahrensschritfte charakteri-

siert:

(1.1) Bereitstellung einer hydrophilen Phase, welche mindestens ein zu ge-

frierfrocknendes Reagenz enthalt;

(1.2) Inkontaktbringen der hydrophilen Phase mit einer hydrophoben Phase,
so dass sich eine Flussigkeitskugel der hydrophilen Phase in der hydro-

phoben Phase ausbildet;
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(1.3) Einfrieren der hydrophilen Phase in dem aus Verfahrensschritt (1.2) re-
sultierenden System aus hydrophiler und hydrophober Phase und Ent-

fernen der flussigen hydrophoben Phase aus dem System; und

(1.4) Gefriertrocknen der aus Verfahrensschritt (1.3) resultierenden hydrophi-
len Phase unter Erhalt eines im Wesentlichen kugelférmigen Lyophili-

sats.

Im Verfahrensschritt (1.3) wird die Mischung aus hydrophiler und hydropho-
ber Phase eingefroren, so dass die hydrophile Phase fest wird und die hyd-
rophobe Phase flissig bleibt, Die Geschwindigkeit des Einfrierens kann dabei
in weiten Bereichen variieren und in dem Fall von empfindlichen zu lyophili-
sierenden Reagenzien kann das Einfrieren mit einer moglichst langsamen
Einfriergeschwindigkeit durchgeflhrt werden. Dieses unterscheidet das erfin-
dungsgemaBe Verfahren von den Ublichen aus dem Stand der Technik be-
kannten und zuvor referierten Verfahren der Kryogranulierung, bei welchen
die flussige Phase, enthaltend das zu gefrierfrocknende Reagenz, unmittel-
bar mit dem kryogenen Kuhimittel, beispielsweise flUssigem Stickstoff, in
Kontakt gebracht wird, Hierbei wird das Reagenz sozusagen schockgefroren,

was bei empfindlichen Reagenzien ein Nachteil sein kann.

Bel der hydrophilen Phase, in welcher das zumindest eine Reagenz, das ei-
ner Gefrierfrocknung unterworfen werden soll, vorliegt, handelt es sich vor-
zugswelise um eine wdssrige Phase, in welcher das Reagenz geldst oder sus-

pendiert ist,

Als hydrophobe Phasen sind alle Flussigkeiten denkbar, die in einem geeig-
neten Temperaturbereich (kleiner gleich -10 °C und gréRer gleich +40 °C)
flassig sind und zu keiner Durchmischung mit der hydrophilen, vorzugsweise
wassrigen Phase fuhren. Darlber hinaus weist die hydrophobe Phase vor-
zugswelise den zuvor bezeichneten Schmelzpunkt (im Verhdltnis zur hydrophi-

len Phase) auf.

Geeignete hydrophobe Phasen sind insbesondere Silikondle, Paraffindle und
Mineraldle, wie Alkane im Kettenldngenbereich von C, (Heptan) bis C,, (Do-

dekan), da diese eine Schmelztemperatur von =92 °C (C,) bzw. =10 °C (C,,)
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und eine Siedefemperatur von 98 °C (C,) bzw. 216 °C (C,,) besitzen. Weitere
geeignete hydrophobe Phasen sind organische Ole auf Basis von Pflanzen
oder Tieren, wie beispielsweise Algen und Hefen, soweit ihre Schmelztempe-

ratur unter -10 °C liegt. Besondere Beispiele sind ungesdattigte Olséuren.,

Von den vorstehend genannten hydrophoben Phasen sind insbesondere Sili-
kondle bevorzugt. Des Weiteren ist insbesondere die Verwendung von Sili-
kondlen als hydrophobe Phase und von wdassrigen Losungen bzw. Suspensio-
nen als hydrophile Phase bevorzugt, Der Vorteil von Silikondlen als hydro-
ohobe Phase liegt darin, dass sie in einem sehr breifen Temperaturbereich
flissig sind. AuBerdem sind sie sehr reaktionstradge und hdufig biokompati-
bel.

Besonders bevorzugt als Silikonodl ist das Silikondl DC200 von Dow Chemical.

In einer zweiten AusfUhrungsform der vorliegenden Erfindung liegt das zu
lyophilisierende Reagenz in der hydrophoben Phase vor. Diese hydrophobe
Phase wird dann in die hydrophile Phase eingetragen. Durch die Auswanhl
entsprechender hydrophiler und hydrophober Phasen konnen — analog zur
ersten Ausfuhrungsform — bei dem Einbringen der hydrophoben Phase in die
hydrophile Phase spezifische Volumina an hydrophober Phase erhalten wer-
den. In diesen spezifischen Volumina der hydrophoben Phase, welche ins-
besondere in Kugelform ousgebildet sind, liegt das mindestens eine zu ly-

ophilisierende Reagenz vor.

In dieser zweiten Ausfuhrungsform werden vorzugsweise hydrophobe Phasen
verwendetf, welche einen Schmelzpunkt aufweisen, der um mindestens 10
°C, besonders bevorzugt 15 °C, insbesondere 20 °C, hdher liegt als der
Schmelzpunkt der hydrophilen Phase, so dass es bel dem Abkuhlen der re-
sultierenden Mischung zundchst nur zu einem Einfrieren der hydropholben
Phase kommt. Die hydrophile Phase kann dann - auf identische oder ahnli-
che Weise wie in der ersten AusfUhrungsform fur die hydrophobe Phase -
aus der Mischung entfernt werden. Die verbleibende eingefrorene hydro-

phobe Phase wird dann abschlieBend einer Gefrierfrocknung zugefuhrt.
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In einer bevorzugten Ausgestaltung der zweiten Ausfuhrungsform wird das
erfindungsgemdaBe Verfahren — in Analogie zu der ersten AusfUGhrungsform —

durch folgende Verfahrensschritte charakterisiert:

(2.1) Bereitstellung einer hydrophoben Phase, welche mindestens ein zu

gefriertrocknendes Reagenz enthadlt;

(2.2) Inkontaktbringen der hydrophoben Phase mit einer hydrophilen Phase,
so dass sich die Flussigkeitskugel der hydrophoben Phase in der hyd-

rophilen Phase ausbildet;

(2.3) Einfrieren der hydrophoben Phase in dem aus Verfahrensschrift (2.2)
resultierenden System aus hydrophiler und hydrophober Phase und

Entfernen der hydrophilen Phase aus dem System; und

(2.4) Gefriertrocknen der aus Verfahrensschritt (2.3) resultierenden hydro-
phoben Phase unter Erhalt eines im Wesentlichen kugelformigen Lyo-

philisats,

Das Einstellen des Volumens derjenigen Phase, welche das zu gefriertrock-
nende Reagenz enthdlt, in der anderen Phase erfolgt in beiden Ausfuhrungs-
formen durch Auswahl geeigneter Mengen an hydrophiler und hydrophober

Phase.

Beispiele geeigneter Phasen fur diese zweite Ausfuhrungsform sind Wasser,
Methanol und Formamid als hydrophile Phase und Silikondle; Ole; Feftte;
dtherische Ole von Pflanzen, Tieren und Einzellern; langkettige Alkane mit
C11-Kettenladngen oder langere Kohlenstoffketten und Benzol als hydropho-

be Phase.

In einer besonderen Ausgestaltung der ersten und der zweiten Ausfuhrungs-
form der vorliegenden Erfindungen sind die hydrophile und die hydrophobe
Phase vorzugsweise PCR-folerant und tolerant gegenuber enzymatischen
Reaktionen. Unter PCR-tolerant wird im Rahmen der vorliegenden Erfindung

verstanden, wenn die hydrophobe und die hydrophile Phase, welche zur

Herstellung der festen kugelfdrmigen Reagenzien verwendet werden, nicht
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zu Verdnderungen der Produktqualitdt oder -quantitat in einer anschlielen-
den PCR fahren, im Vergleich zur Verwendung der entsprechenden Reagen-
zien, welche keiner Gefriertrocknung bzw. einer Gefriertrocknung ohne Ver-
wendung der hydrophoben und hydrophilen Phasen unterworfen wurden.
Unter tolerant gegentber enzymatischen Reakfionen wird im Rahmen der
vorliegenden Erfindung verstanden, wenn die hydrophobe und die hydrophi-
le Phase, welche zur Herstellung der festen kugelférmigen Reagenzien ver-
wendet werden, nicht zu Verdnderungen der Produktqualitat oder -quanftitat
bzw. der verwendeien Enzyme in einer anschlieBenden enzymatischen Reak-
tion fUhren, im Vergleich zur Verwendung der enfsprechenden Reagenzien,
welche keiner Gefriertrocknung bzw. einer Gefriertrocknung ohne Verwen-

dung der hydrophoben und hydrophilen Phasen unterworfen wurden.

Um die nahezu perfekt kugelformige Geometrie und glatte Oberfldche der
gefrorenen Kugelchen wahrend der Gefriertrocknung zu erhalten, ist es vor-
teilhaft darauf zu achfen, dass die zur Ausformung der Kugein verwendete
hydrophobe (erste Ausflhrungsform) bzw. hydrophile (zweite Ausfuhrungs-
form) Phase vor Beginn der Gefriertrocknung moglichst vollstandig entfernt
wird, Anderenfalls konnen die getrockneten Kugeln eine ungleichmaBige
Oberflache und eine grobporige innere Struktur erhalten. Entsprechende ge-
friergetrocknete Formkorper, welche erhalten wurden untfer volistandiger Ent-
fernung der Phase zur Ausbildung der kugelformigen Geometrie, sind in Figur
1a) dargestellt. Demgegenuber ergeben sich die in Figur 1) dargesteliten
kugelfdrmigen Strukturen, wenn die zur Ausbildung der kugelformigen Geo-
metrie erhaltene hydrophobe bzw. hydrophile Phase nicht volistandig ent-

fernt wird.

Das Eintragen der flussigen Phase, enfthaltend das mindestens eine Rea-
genz, in die hydrophobe Phase (erste Ausfuhrungsform) oder die hydrophile
Phase (zweite AusfUhrungsform) kann bei Raumtemperatur oder aber bei
leicht erniedrigter Temperatur, beispielsweise bei Temperaturen von bis zu -
30 °C, durchgefuhrt werden. Dabei ist vorteilhaft, wenn das GefdB, in dem
die Kugel hergestellt werden soll, moglichst keine glatten Wdnde und keinen
glatten Boden aufweist, da sich die zundchst kugelformige Losung wahrend
des Einfrierens an die Oberfldchengeometrie des Behdlters anpassen und

dadurch sei orm verlieren kann.
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Im Rahmen der vorliegenden Erfindung ist die erste Ausfuhrungsform inspoe-

sondere bevorzugt.

Durch die Gefriertrocknung werden die kugelféormigen Strukturen, welche
durch Eintragen der hydrophilen Phase in die hydrophobe Phase (erste Aus-
fihrungsform) bzw. durch das Eintragen der hydrophoben Phase in die hyd-
rophile Phase (zweite AusfUhrungsform) gebildet wurden, aufrechterhalten
und die gefriergetrockneten Formkorper erhalten ebenfalls eine kugel-

formige Struktur.

Eine entsprechende kugelfdbrmige feste Form des Lyophilisats ist insbeson-
dere bevorzugt, da diese das spdtere Konfektionieren vereinfacht und un-
spezifische Adsorptionseffekte wdhrend des Gefriertfrocknungsprozesses an

dem verwendeten Gefal verringert.

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung wird unter dem Begriff einer kugel-
formigen Struktur verstanden, dass der Formkorper bzw. das Lyophilisat die

Beziehung

LT =1 bis 1,56 x L2

erfullt, wenn L1 der groRte Durchmesser und L2 der kleinste Durchmesser
eines entsprechenden Formkorpers darstellt. Eine entsprechende Darstellung
eines erfindungsgemaBen Formkorpers einschlieBlich der Darstellung von

zwei entsprechenden Durchmessern L1 und L2 ist in der Figur 2 dargestellt,

Das erfindungsgemdBe Verfahren eignet sich insbesondere zur Herstellung
von gefriergetrockneten Formkorpern, welche biologisch aktive Bestandteile
umfassen. Beispiele fur biologisch aktive Bestandteile sind Blut bzw. dessen
Bestandteile, Profeine, insbesondere Enzyme, Hormone, Antibiotika, Fettsdu-
ren, Llipide, Kohlenhydrate mit beliebiger Keftenldnge, Polysaccharide,
Impfstoffe, niedermolekulare chemische Verbindungen, deren Salze, Orga-
nika, Nukleinsduren, Peptide, Mikroorganismen, wie Viren, Bakterien, Hefen,

Pilzen, Parasiten und Protozoen, Zellen und Vektoren. .
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In einer weiteren Ausgestaliung der vorliegenden Erfindung kann die flussige
Phase auch mehrere Reagenzien, beispielsweise Mischungen der zuvor ge-

nannten biologisch aktiven Bestandteile, umfassen.

Auch ist es moglich, mehrere, beispielsweise zwel oder drei Reagenzien, die
gefriergetrocknet werden sollen, separat in mehreren ersten Phasen aufzulo-
sen oder zu emulgieren und diese aufgeldsten oder emulgierten ersten Pha-
sen dann jeweils vorzugsweise separatf in eine zweite Phase einzubringen. In
dieser zweifen Phase wird dann aus den einzelnen diskreten ersten Phasen,
enthaltend jeweils ein Reagenz, eine gemeinsame erste Phase, in der dann
jeweils alle Reagenzien vorliegen. Durch diese Verfahrensweise kann darauf
verzichtet werden, die einzelnen Reagenzien vor dem Einbringen in die zwei-

te Phase zu mischen.

In einer bevorzugten Ausgestaltung der vorliegenden Erfindung erfolgt der
Gefrierfrocknungsschritt in einem Plastik- oder Glasrohrehen. Auch die Ver-
wendung von Glasfritten, wie vorstehend erldutert, kommt in Frage. Die aus
diesem Verfahrensschritt resultierenden gefriergetrockneten Teilchen konnen
in diesen GefdBen unmittelbar aufgewahrt werden, bis es zu einer weiteren
Anwendung kommt., Ein umstandliches Umfulien der gefriergetrockneten
Formkorper aus dem Reaktionsgefd® in eine Vorrichtung zur Lagerung ist im
Rahmen der vorliegenden Erfindung nicht erforderlich. Vorzugsweise wird in
jedem GefaB® nur ein Lyophilisat, d. h. ein gefriergetrockneter Formkorper,

mit dem erfindungsgemaBen Verfahren erzeugt.

Das erfindungsgemdaBe Verfahren kann sowohl baftchweise als auch konti-

nuierlich durchgefuhrt werden.

In dem Fall. in welchem eine kontinuierliche Verfahrensweise Anwendung
finden soll, kann das erfindungsgemale Verfahren auch parallelisiert durch-
gefuhrt werden. Eine entsprechende Vorrichtung ist in der Figur 3 darge-

stellt.

In dieser Vorrichtung wird beispielsweise eine hydrophobe Phase, umfassend
ein Silikondl, im Kreis gefahren und an einer vorbestimmten Stelle wird in

i H ~ i ~ E 3
diese hydrophobe Phase das zu gefriertrocknende Reagenz in Ger rorm &ei-
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ner wassrigen Phase eingesprifzt. An dieser Einspritzstelle befragt die Tem-
peratur des Fluids aus Silikondl und wdassriger Phase ungefdhr 20 °C. Es
kommt zu der Ausbildung einzelner spezifischer kugelférmiger Volumina der
wdssrigen Phase in der hydrophoben Silikondlphase. Das Fluid aus Silikondl
und wdassriger Phase wird in eine Kdaltezone, welche bei beispielsweise -50
°C petrieben wird, Uberflhrt. In dieser Kdltezone kommt es zu einer Verfesti-
gung der wdssrigen Phase in Kugelform, wahrend das Silikonol flussig bleibt,
Die verfestigten Kugeln der wdassrigen Phase sinken auf den Boden. Im An-
schluss wird das Gefd® mit den verfestigten Kugeln entfernt und eine ab-
schlieBende Gefriertrocknung unter Anwendung von Vakuum fuhrt zu einem
Sublimieren der verbleibenden hydrophilen wdassrigen Phase und den Erhalt

von gefriergetrocknetem Formkorper am Boden des Reservoirs.

Diese kontinuierliche Verfahrensweise kann selbstverstadndlich auch im Rah-
men der zweiten AusfUhrungsform realisiert werden, nadmlich dann, wenn die
hydrophile Phase im Kreistauf gefahren wird und in die hydrophile Phase ei-
ne hydrophobe Phase eingespeist wird, welche mindestens ein zu hydrophi-

lisierendes Reagenz umfasst.

Ein wesentlicher Vorteil der Lehre der vorliegenden Erfindung liegt darin,
dass das Aliquotieren des Kugelvolumens vom Einfrieren der Flussigkeit ge-
trennt erfolgt. Diese Trennung der Verfahrensschritte erlaubt variable Ab-
kihlraten, was insbesondere sensible Reagenzienformulierungen schont.
Darlber hinaus beeinflusst die Abkihlrate auch die GroBe der entstehenden
Lyophilisate (z.B. Kristalle), welche wiederum Einfluss hat auf die Effektivitat,
mit der das gefrorene Lésungsmittel sublimiert werden kann. Weiterhin ist
das erfindungsgemdaBe Verfahren mit erheblich geringerem technischem
Aufwand durchfihrbar und erméglicht die Verarbeitung gréBerer Probenvo-

luming.

Das erfindungsgemaBe Verfahren bietet sich insbesondere zur Hearstellung
von Lyophilisaten fur Lab-on-Chip Anwendungen an, da die getrockneten
Reagenzienkugeln direkt in den Behdltern hergestellt werden konnen, die
spater zum Transport und zum Ruckldésen der gefrockneten Reagenzien die-

nen.
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Die vorliegende Erfindung wird anhand der nachfolgenden Beispiele ndher
erlautert, wobeil die einzelnen Beispiele die vorliegende Erfindung nicht be-

schranken:

1. Ausformung von Kugeln in Silikondl und deren Gefriertrocknung

Es wurde Silikondl DC 200 von Dow Corning mit einer Viskositat von 10 mPa -
s in Wells einer Mikrotfiterplatte gegeben und im Tiefkuhischrank auf -30 °C
abgekuhlt, Dann wurden 5ul Aliguots Qiagen Multiplex PCR Mastermix (im
Folgenden als QMM bezeichnet) in das Ol pipettiert, welche sich zu Kugeln
formten und innerhalb weniger Sekunden durchfroren. AnschlieBend wurden
die befullte Mikrotiterplatte auf -80°C abgekuhlt, Es ist nicht moglich, den
PCR Mastermix direkt in -80 °C kaltes Ol pipettieren, da dieser bei Eintau-
chen der Pipettenspitze sofort in selbiger einfriert, Nach mehreren Stunden
Lagerung bei -80 °C wurden die QMM-Kugeln aus dem Silikonol entfernt und
mit einer Pinzette in PCR-ReagiergefdBe Uberfuhrt, in welchen auch die Ge-
friertrocknung erfolgte. Dazu wurden die PCR-Tubes in -80 ° C kalten Alumi-
niumblécken in eine Gefriertrocknungsanlage der Firma Christ (Christ Alpha
2-4) Uberfuhrt und Uber Nacht bei ca. 0.02 mbar getrocknet. Am ndchsten
Tag erfolgte eine Nachfrocknung bei 30 °C und demselben Vakuum. Die auf
diese Weise praparierten QMM-Lyophilisate wiesen noch immer eine Kugel-

form auf,

2. Kompatibilitédt der Silikondél-Methode mit nachfolgenden enzymati-

schen Reaktionen

Fur die Anwendbarkeit der hier beschriebenen Methode zur Herstellung ku-
gelfdrmiger Lyophilisate ist es von Vorteil, dass sie kompatibel mit nachfol-
genden enzymatischen Reaklionen ist; insbesondere, da fur bestimmte Sili-

kondle inhibitorische Eigenschaften auf PCR-Reaktionen bekannt sind.

In diesem Versuch wurde unfersucht, wie sich unterschiedliche Probenvor-
bereitungen auf die Qualitat des fertigen Lyophilisats auswirken, Dazu wurde
QMM mit 0.2 Volumen 50 % (w/v) Trehalose-Ldsung versetzt, sodass die fi-

nale Trehalosekonzentration bei 10 % (w/v) lag. Diese Losung wurde auf 4



20

25

30

35

WO 2011/124667 PCT/EP2011/055476
18

verschiedene Weisen fur die Gefrierfrocknung vorbereitet; Die Mischung

wurde
a) in flussigen Stickstoff getropft,
b) in Silikonol DC200 (erhaltlich von Dow Chemical) aliquotiert, einge-

froren und anschlieBend vom Silikonol getrennt,

C) in Silikonol AP100 (erhdltlich von Wacker) aliguotiert, eingefroren und

anschlieBend vom Silikondl getrennt,

d) in ein 200 ul PCR-Tube pipettiert, welches in einen -80 °C kalten Alu-

miniumblock gestellt und dadurch eingefroren wurde.

Die Proben wurden in gefrorenem Zustand (-80 °C) in die Lyophille uberfuhrt
und bei ca. 0.02 mbar getrocknet. Danach erfolgte eine Nachirocknung bei
30 °C. Die so erhaltenen wasserfrelen QMM-Produkte wurden einem Quali-
tatskontrolltest unterzogen und mit einem nicht lyophilisierten [QMM + 10%
Trehalose]-Gemisch verglichen. In dieser Multiplex-PCR werden 10 Amplikons
von Maus-gDNA erzeugt. Schwdachung oder Wegfall einzelner Banden zeigt
eine verschlechterte PCR-Effizienz des betreffenden Mixes an.

Die Ergebnisse des Qualitatskontroll (QC)-Testes sind in der Figur 4 darge-
stellt. Die Abbildung zeigt folgende Proben (von links): Bahn 1, DNA-
GroBenmarker; Bahnen 2 und 3, nicht lyophilisierte Reagenzien; Bahnen 4
und 5, nach Methode d) behandelte und lyophilisierte Reagenzien; Bahn 6,
nach Methode a) behandelte und lyophilisierte Reagenzien; Bahn 7, nach
Methode b) behandelte und Ilyophilisierte Reagenzien; Bahn 8, nach Metho-

de c) behandelte und lyophilisierte Reagenzien.

Der QC-Test zeigte dabei, dass die Trocknung nach den Methoden b) und d)
ein Produkt erzeugt, dass noch alle 10 PCR-Produkte amplifizieren kann. Das
nach Methode a) erzeugte Produkt zeigt eine Schwdchung der beiden groi-
ten Banden. Die nach Methode c¢) hergestellten Lyophilisate zeigten, dass

das verwendete Silikondl AP100 eine stark inhibierende Wirkung auf die PCR-
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Reakiion hat und somit als Medium zur Kugelformung ungeeignet ist. Im
Gegensatz dazu bestand das Silikondl DC200 der Firma Dow Chemical die-
sen PCR-QC-Test sehr guft.

3. Herstellung von kugelférmigen Produkten in einem groBen Volumenbe-

reich

Die hier beschriebene Methode zur Herstellung kugelférmiger Lyophilisate
hat das Potenzial, das verarbeitbare Flussigkeitsvolumen erheblich uber die
technische Machbarkeit gemdal der Patentanmeldung US 2007/0259348 Al
zu erweitern. In der US 2007/0259348 A1 wird die Herstellung von enfspre-

chenden Volumina bis 35 ul beschrieben.

Die erfindungsgemdaBe Vorgehensweise hingegen erlaubt, wie nachfolgen-
des Experiment zeigt, mindestens bis zu 100 ul Puffervolumen zu einem ku-

geligen Produkt zu verarbeiten.

In dem nachfolgenden Versuch wurde von der Moéglichkeit Gebrauch ge-
macht, die zu trocknende Ldsung in nicht vorgeklhites Silikondl zu pipettie-

ren und dieses erst nachfolgend abzukuhlen,

7u diesem Zweck wurde die untere Offnung eines TurboFilter 8 Strip (Fa.
QIAGEN) mit Klebefolie verschlossen. Die einzelnen Saulchen wurden mit 300
ul Silikonal DC200 (Viskositat: 10mPa s beflllt und ungekuhlt mit 3, 5, 10,
20, 35, 75 bzw. 100 ul QMM inklusive 5 % Trehalose beladen. Daraufhin
formte sich die wdssrige Losung zu einer Kugel und sank auf Grund der ho-
heren Dichte an den Boden des verwendeten GefdBes. Danach wurde die

QMM-L6sung durch Inkubation auf -30 °C gefroren.
Die einzelnen Proben sind in Figur 5 dargestellt.
Das Silikondl wurde durch Verwendung einer Vakuumstation entfernt, die ge-

frorenen Kugeln auf -80 °C gebracht und abschlieBend in dem Turbokfilter 8

Strip lyophilisiert.
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Figur 5 zeigt die lyophilisierten Kugeln. Die leichte Deformation insbeson-
dere der groBvolumigen Lyophilisate rahrt daher, dass diese in zundchst
flussiger Form auf den Frittenboden des GefaRes absanken und auf Grund

des eigenen spezifischen Gewichts teilweise dessen Form annahmen.

4, Entfernen des Silikondls

Im folgenden Experiment wird eine bevorzugfe Moglichkeit beschrieben,
dass Silikondl von der gefrorenen Pufferkugel zu trennen. Diese Trennme-
thode eignet sich durch die Moglichkeit der Parallelisierung des Prozesses

auch zur Herstellung gréRBerer Stlckzahlen an Lyophilisaten,

Um das zur Ausformung der Reagenzienkugel verwendete Silikondl vor der
Gefriertrocknung zu entfernen, wird folgendes Vorgehen durchgefuahrt: Das
Ol wurde in ein oben und unfen offenes Gefa® (TurboFilter 8 Strip bzw. Tur-
boFilter 96 Plate: beide Fa. QIAGEN) geflllt, dessen untere Offnung zuvor
verschlossen wurde (entweder mit Klebefolie oder durch Anpressen einer
Schaumstoffmattie). AnschlieBend wurde die zu lyophilisierende Losung in
das vorgeklhlte Silikonodl gegeben. Daraufhin formte sich die wdassrige Lo-
sung zu einer Kugel und sank auf Grund der héheren Dichte an den Boden
des verwendeten GefdBes und fror bei der nachfolgenden Inkubation bei -
30 °C durch. Der Umstand, dass der Boden der einzelnen Filter-sduichen aus
einem grobporigen Frittenmaterial besteht, verhindert, dass sich die Puffer-
kugeln wahrend des Einfrierprozesses an die Bodenfldche anschmiegen und
dadurch ihre Form verdndern. Da beide Produkte (Strip sowie Plate) mit einer
Vakuumstation mittels Unterdruck durch die am Boden befindliche Offnung
entleert werden kénnen, wurde das Silikondl auf diesem Wege von der ge-
frorenen Pufferkugel entfernt. AnschlieBend wurden die Kugeln auf -80 °C
abgekihlt und danach lyophilisiert. Im hier beschriebenen Experiment wur-
den die gefrorenen Kugeln aus der 96er-Platte entfernt und in ein mit einem
Septum verschlieBbaren Glas-Glastdhrchen UberfUhrt und darin gefrierge-

trocknet,

Durch die Verwendung von ,TurbofFilter 96 Plates" und einer Mehrkanalpi-

pette (hier 8-Kanal, aber auch 96-Kanal Pipettierkopf verwendbar] ist es
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moglich, ohne groBen Aufwand mehrere hundert Pufferkugeln pro Tag zu

formen und zu tfrocknen.

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung Idsst sich feststellen, ob Lyophilisafe

durch das erfindungsgemadRe Verfahren erhalten werden:

So weisen die in dem vorliegenden Beispiel hergestelliten Lyophilisate noch
einen Restgehalt an Silikonol auf, der zumindest per NMR-Spektroskopie (vgl.
US 6,436,715) oder GC/MS-Kopplung (An epidemic of sticky silicone oil af
the Rofterdam Eye Hospital. Patient review and chemical analyses, Marc A,
Veckeneer, Simone de Voogd, Eric W. Lindstedt, Dirk-Henning Menz and Jan
C. van Meurs (2008) Graefe's Archive for Clinical and Experimental Oph-
thalmology, Vol 246(6):917-22) nachweisbar ist.
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Patentanspriche

Verfahren zur Herstellung von einem festen Formkorper, enthaltend
mindestens ein Reagenz, durch Gefrierfrocknung einer flussigen Pha-
se, welche das mindestens eine Reagenz umfasst, gekennzeichnet
durch die folgenden Verfahrensschritte:

(1) Bereitstellung einer ersten Phase, welche mindestens ein zu ge-
friertrocknendes Reagenz enfthalt;

(2) Inkontaktbringen der ersten Phase mit einer zweiten Phase, wo-
bei eine der beiden Phasen hydrophob ist und die andere Phase
hydrophil ist;

(3) Einfrieren der ersten Phase in dem aus Verfahrensschritt (2) resul-
tierenden System aus zwel Phasen und Entfernen der zweiten
Phase aus dem System; und

(4) Gefriertrocknen der aus Verfahrensschritf (3) verbleibenden ers-
ten Phase unter Erhalt eines im Wesentlichen kugelformigen

Lyophilisats.

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die erste
Phase, welche das mindestens eine Reagenz umfasst, eine hyd-

rophobe Phase ist.

Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass die erste
Phase dadurch aliquotiert wird, dass sie in Kontakt gebracht wird mit

einer zweiten hydrophilen Phase,

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die erste
Phase, welche das mindestens eine Reagenz umfasst, eine hydrophile

Phase ist.

Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dass die erste
Phase dadurch aliquotiert wird, dass sie in Kontakt gebracht wird mit

einer zweiten hydrophoben Phase.
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Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis b, dadurch gekennzeich-
net, dass die hydrophile Phase eine alkoholische oder wdssrige Phase

ist,

Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 6, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die hydrophobe Phase einen Bestandtell aufweist, wel-
cher ausgewdhlt ist aus der Gruppe, bestehend aus Silikondl, Paraf-
findl, organischen Olen auf tierischer oder pflanzlicher Basis sowie auf

Basis von Einzellern.

Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 7, dadurch gekennzeich-
net, dass die zweite Phase einen Schmelzpunkt aufweist, welcher um
mindestens 10 °C, vorzugsweise 15 °C, besonders bevorzugt 20 °C,

niedriger.ist als der Schmelzpunkt der ersten Phase.

Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 8, dadurch gekennzeich-
net, dass die hydrophile und die hydrophobe Phase PCR-tolerant

und/oder tolerant gegenuber enzymatischen Reaktionen sind.

Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 9, dadurch gekennzeich-
net, dass das mindestens eine Reagenz ausgewdhlt ist aus der Grup-
pe, bestehend aus Blut bzw. dessen Bestandteile, Proteine, insbe-
sondere Enzyme, Hormone, Antibiotika, Fettsduren, Lipide, Kohlen-
hydrate mit beliebiger Kettenldnge, Polysaccharide, Impfstoffe, nie-
dermolekulare chemische Verbindungen, deren Salze, Organika, Nuk-
leinsauren, Peptide, Mikroorganismen, wie Viren, Bakterien, Hefen, Pil-

zen, Parasiten und Protozoen, Zellen und Vektoren.

Formk&rper, erhdltlich nach einem Verfahren gemdaB einem der An-

spruche 1 bis 10.

Verwendung von Formkdrpern gemaB Anspruch 11 zur Aliquotierung,
Lagerung und Bereitstellung von Reagenzien, umfassend Salze, nie-
dermolekulare Stoffe wie pH-Puffersubstanzen, Hormone, weiterhin Pro-
teine, insbesondere Enzyme wie hydrolytische Enzyme, DNA-Polymera-

o) n i~

sen, Restriktionsendonukieasen, Ligasen, weiterhin Nukleinsauren, ins-
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besondere Oligonukleotide wie Primer und fluoreszenzmarkierte Son-

den, weiferhin Antibiotika, Fetisduren, Lipiden oder Impfstoffen,

Kombinierte Verwendung von hydrophilen und hydrophoben Phasen
zur Erzeugung von im Wesentlichen kugelformigen Flussigkeitsvolumina

im Rahmen der Gefriertrocknung.
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