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Beschreibung

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfah-
ren zur in-vitro-Bildung und Anreicherung von Inter-
leukin-1 Rezeptor-Antagonisten gemafR den Paten-
tanspriichen.

Stand der Technik

[0002] Therapeutisch wirksame Proteine wie Eryth-
ropoietin, Insulin oder Interferone, sind seit langem
bekannt. Viele dieser Proteine sind bereits als Arznei-
mittel zugelassen und werden dementsprechend
haufig eingesetzt. Aufgrund der hohen mit der Ent-
wicklung und Zulassung dieser Medikamente ver-
bundenen Kosten besteht jedoch ein Bedarf an einfa-
chen und kostenglnstigen Alternativen zur Bereit-
stellung von therapeutisch wirksamen Proteinen. Zu-
dem sind nicht alle therapeutisch wirksamen Proteine
als Arzneimittel zugelassen. Gleichwohl besteht je-
doch haufig der Bedarf, auch diese Proteine dem Pa-
tienten zu applizieren. Von besonderer Bedeutung
sind dabei aufgrund ihrer mutmalflichen guten Kor-
pervertraglichkeit autologe, das heildt kdrpereigene,
Proteine. Zu diesen Proteinen gehdren der Interleu-
kin-1 Rezeptor-Antagonist, Interleukin 4, Interleukin
10 und der Tumor-Nekrose-Faktor-Rezeptor Typ |
oder Typ Il

[0003] In der DE 42 44 437 A1 wird ein Verfahren
zur Gewinnung korpereigener Cytokine offenbart. Bei
dem Verfahren wird eine Kultur aus Eigenblut eines
Patienten mit einem Ozon-Sauerstoff-Gemisch be-
gast. AnschlieBend werden durch Zentrifugation ein-
zelne Fraktionen gewonnen. Durch dieses Verfahren
Uberleben nur die resistenten Zellen und die radikal-
empfindlichen sterben ab. Die so gewonnenen resis-
tenten Zellen kénnen anderen Kulturen zugegeben
werden.

[0004] Die Stimulation von Monocyten durch adha-
rentes Immunglobulin G zur Bildung des Interleu-
kin-I-Rezeptor-Antagonisten wird von Arend und
Leung in Immunological Reviews (1994) 139, 71-78
und Moore et al. in Am. J. Respir. Cell Mol. Biol.
(1992) 6, 569-575, beschrieben. Andersen et al. in
Autommunity (1995) 22, 127-133 erlautert, dal® der
therapeutische in vivo zu beobachtende Effekt von
Immunglobulin G nicht auf eine verstarkte Bildung
von Interleukin-I-Rezeptor-Antagonist zurtickgefiihrt
werden kann und daf} die in vitro Bildung des Inter-
leukin-1-Rezeptor-Antagonisten (IRAP, IL-1ra) durch
Monocyten in Abhangigkeit von an Polypropylen ad-
sorbierten Serums- und Plasma-Bestandteilen statt-
findet. Der therapeutische Einsatz von adsorbierten
Serums- und Plasma-Bestandteilen zur Stimulation
der Bildung therapeutisch interessanter Proteine in
Therapien ist nicht nur sehr kostenlastig, sondern be-
inhaltet auch die Gefahr einer Kontamination mittels
infektidser Partikel, mit denen die Serums- und Plas-
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ma-Bestandteile verunreinigt sein kdnnen. Verfahren
zur Herstellung unmittelbar in einer Therapie einsetz-
baren IL-1ra ohne Verwendung von adsorbierten Se-
rums- und Plasma-Bestandteilen werden in den vor-
stehend erwahnten Druckschriften nicht beschrie-
ben.

Aufgabenstellung

[0005] Das der vorliegenden Erfindung zugrundelie-
gende technische Problem besteht also darin, Ver-
fahren zur in-vitro-Bildung und Anreicherung von In-
terleukin-1 Rezeptor-Antagonisten bereitzustellen,
die als sichere, kostengunstige und schnell durchzu-
fuhrende Alternative zum Einsatz und zur Herstellung
konventioneller Arzneimittelpraparate dienen.

[0006] Die Erfindung l6st dieses Problem, indem ein
Verfahren zur in-vitro-Bildung und Anreicherung von
Interleukin-1 Rezeptor-Antagonisten gemaf
Hauptanspruch bereitgestellt wird.

[0007] GemalR der vorliegenden Erfindung ist vor-
gesehen, dal} die innere Struktur der Spritze aus ei-
nem besonderen Material besteht, namlich Glas oder
Kunststoff, dessen Oberflache modifiziert wird, nam-
lich mit Hilfe eines atzenden Agens, zum Beispiel ei-
ner Saure oder einer Lauge, insbesondere Chrom-
schwefelsaure, und anschliessend nach Entfernen
des Agens und Waschen der Spritze gegebenenfalls,
das heillt in besonders bevorzugter Weise, die Ober-
flache der inneren Struktur der Spritze sterilisiert
wird, insbesondere durch Autoklavierung. Anschlies-
send wird die Spritze mit einer Korperflissigkeit,
namlich Blut eines Patienten gefllt, inkubiert und da-
bei das phrophylaktisch oder therapeutisch wirksame
Protein, namlich der Interleukin-1 Rezeptor-Antago-
nist (IRAP) in der Korperflissigkeit gebildet. Das mit
dem IRAP angereicherte Blut kann dann dem Patien-
ten wieder injiziert werden, zum Beispiel in ein kran-
kes Gelenk. Die Erfindung sieht also in einem ersten
Verfahrensschritt vor, dal die Oberflache der inneren
Struktur der Spritze modifiziert wird, namlich mit Hilfe
eines atzenden Agens, wie einer Saure oder einer
Lauge, insbesondere Chromschwefelsdure, und
dann, falls erwinscht, die Oberflache der inneren
Strukturen der Spritze sterilisiert wird, insbesondere
durch Autoklavierung. Vor und/oder nach der Sterili-
sierung kann eine Trocknung vorgesehen sein. Nach
der Modifizierung und der gegebenenfalls erfolgen-
den Sterilisation wird die Spritze in einem zweiten
Verfahrensschritt mit einer Kérperflissigkeit, namlich
Blut, gefiillt und inkubiert. Vorzugsweise wird die Kor-
perflissigkeit dem Patienten direkt mit der Spritze
entnommen. Die modifizierte Oberflache der inneren
Struktur der Spritze induziert in der Kérperflissigkeit
spezifisch, das heif’t je nach eingesetztem Material
der inneren Struktur der Spritze, eingesetzter Modifi-
zierung, insbesondere Atzen der inneren Struktur,
eingesetzter Sterilisation, insbesondere Autoklavie-
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rung, und eingesetzter Kérperflissigkeit, die Bildung
prophylaktisch oder therapeutisch wirksamer Protei-
ne, ndmlich IRAP, das demgemal in der in der Sprit-
ze vorhandenen Korperflissigkeit angereichert be-
ziehungsweise gebildet wird. Die so angereicherte
Korperflissigkeit kann in der Spritze steril gelagert
und bei Bedarf dem Patienten direkt ohne weitere Be-
handlung oder beispielsweise nach Zentrifugation
und/oder Sterilfiltration wieder zugefiihrt werden.

[0008] Die Erfindung ermoglicht also auch ein Ver-
fahren zur Prophylaxe oder Behandlung des
menschlichen oder tierischen Korpers, wobei dem
menschlichen oder tierischen Kérper eine Kérperfliis-
sigkeit, ndmlich Blut, mittels einer Spritze gemal der
vorliegenden Erfindung entnommen, diese Korper-
flissigkeit in der Spritze inkubiert und dabei prophy-
laktisch oder therapeutisch wirksame Proteine, nam-
lich IRAP, gebildet oder angereichert und mittels die-
ser Spritze die Korperflissigkeit wieder demselben
menschlichen oder tierischen Korper zugefihrt wird.

[0009] Im Zusammenhang mit der vorliegenden Er-
findung wird unter einem Protein ein mehrere oder
viele Aminosaure aufweisendes Molekil verstanden.
Der Begriff Protein erfasst also auch Oligopeptide,
Peptide oder Polypeptide sowie Fragmente oder De-
rivate davon. Derartige Derivate kdnnen zum Beispiel
Glycoproteine oder Proteoglycane sein.

[0010] Gemal der vorliegenden Erfindung ist das
therapeutisch wirksame Protein der Interleukin-1 Re-
zeptor-Antagonist (IRAP oder IL-1ra) oder ein diesen
enthaltendes Gemisch. Die Erfindung ermdglicht je-
doch auch die Bildung weiterer oder mehrerer Prote-
ine oder Peptide sowie Fragmente davon.

[0011] Die Erfindung sieht auch vor, daf3 die Bildung
mehrerer Proteine in einer Kérperfliissigkeit simultan
induziert wird, so dal3 eine Korperflissigkeit gebildet
wird, die eine erhdhte Konzentration mehrerer Prote-
ine aufweist.

[0012] Im Zusammenhang mit der vorliegenden Er-
findung wird unter einer inneren Struktur einer Spritze
jeglicher Bereich oder jegliche Struktur der Spritze
verstanden, der in ihrem Inneren, das heil3t im Probe-
aufnahmebereich, liegt und mit der aufzunehmenden
Korperflissigkeit in Kontakt kommen kann. In beson-
ders vorteilhafter Weise ist die innere Struktur einer
Spritze deren innere Oberflache, bevorzugt eine
Oberflache mit einer Strukturierung zur Oberflachen-
vergroRRerung. Selbstverstandlich kann die vorliegen-
de Erfindung auch mittels einer handelsiblichen
Spritze ohne besondere Ausgestaltung in ihrem inne-
ren Hohlraum durchgefiihrt werden. Die innere Struk-
tur ist in einem solchen Fall die Innenflache des Sprit-
zenzylinders und der in dem Zylinder liegende Teil
des Kolbens. Die innere Struktur kann entweder al-
ternativ oder zusatzlich durch Partikel, Kugeln, Per-
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len, Gele, Glaswolle, Granulat oder ahnliches gebil-
det sein, um die innere Oberflache der Spritze zu ver-
grolern und so eine grélRere induzierende Oberfla-
che zur Verfugung zu stellen.

[0013] Derartige zusatzliche Strukturen, wie zum
Beispiel Glasperlen mit einem Durchmesser von 1 bis
5 mm, sollten jedoch nicht mehr als 50 % des Innen-
volumens der eingesetzten Spritzen einnehmen, die
beispielsweise 10 bis 100 ml Spritzen sein kdnnen.

[0014] Im Zusammenhang mit der vorliegenden Er-
findung wird unter einer modifizierten Oberflache ei-
ner inneren Struktur der Spritze eine mittels eines at-
zenden Agens behandelte Oberflache verstanden,
die in der Lage ist, die Bildung von therapeutisch oder
prophylaktisch wirksamen Stoffen, namlich IRAP in
einer Korperflussigkeit eines Menschen oder Tieres
zu induzieren und/oder zu verstarken. Die modifizier-
te Oberflache kann sich durch eine besonders hohe
Reinheit, das heil3t weitgehende oder vollstandige
Abwesenheit von Verunreinigungen und/oder eine
chemisch/physikalische Anderung der Oberflachen-
eigenschaften und/oder -struktur auszeichnen. Vor-
zugsweise wird zur Herstellung der modifizierten
Oberflache der inneren Struktur eine Lauge oder eine
Saure, zum Beispiel Chromschwefelsaure, insbeson-
dere 20 bis 80 %ige, besonders bevorzugt 50 %ige
Chromschwefelsaure, eingesetzt. Die Spritze wird in
bevorzugter Weise 5 bis 30 min mit dem atzenden
Agens, insbesondere der Chromschwefelsaure, inku-
biert.

[0015] Nach Entfernen des Agens koénnen bevor-
zugt ein oder mehrere Waschschritte erfolgen sowie
gegebenenfalls vorzugsweise eine Sterilisation, bei-
spielsweise durch Autoklavierung, insbesondere Au-
toklavierung bei 100°C bis 150°C fiir 20 bis 60 min
unter einem Druck von 1 bis 5 bar, durchgefiihrt wer-
den. Nach dem Waschen und vor und/oder nach dem
Autoklavieren kénnen gegebenenfalls noch ein oder
mehrere Trocknungsschritte bei 60 bis 150°C, vor-
zugsweise 80°C, fir 30 bis 120 min in zum Beispiel
einem Trockenschrank erfolgen.

[0016] In besonders vorteilhafter Ausgestaltung der
Erfindung ist vorgesehen, dass die Spritze, insbeson-
dere die innere Struktur der Spritze, aus Glas, zum
Beispiel Quarzglas, einem Kunststoff, wie Polystyrol,
Polyethylen, Polyvinylchlorid, Polypropylen, oder ei-
nem ahnlichen Stoff hergestellt ist, das heil’t aus die-
sen Stoffen besteht oder diese Stoffe im wesentli-
chen enthalt. In besonders bevorzugter Ausfiihrungs-
form weisen diese Stoffe nach erfolgter Modifizie-
rung, insbesondere Atzung, und nach der gegebe-
nenfalls erfolgenden Sterilisation, proteinbildende
oder induzierende Eigenschaften auf.

[0017] In einer weiteren bevorzugten Ausfihrungs-
form der Erfindung ist vorgesehen, die innere Struk-
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tur einer Spritze mit einer modifizierbaren und sterili-
sierbaren Beschichtung zu versehen und anschlies-
send die Modifizierung beziehungsweise auch gege-
benenfalls die Sterilisierung vorzunehmen.

[0018] Die vorliegende Erfindung ist vorteilhaft inso-
fern, als dass ein einfach durchzufihrendes Verfah-
ren bereitgestellt wird, mit dem autologe, durch In-
duktion, insbesondere Oberflachen-Induktion, her-
stellbare prophylaktisch oder therapeutisch wirksame
Proteine, namlich IRAP hergestellt werden kdnnen
und in der so hergestellten Form, das heif3t zusam-
men mit den anderen Bestandteilen der in der Spritze
befindlichen Flissigkeit dem Patienten direkt, das
heil’t ohne weitere Manipulation, wie zum Beispiel
Umflllen in andere Behalter, wieder appliziert wer-
den koénnen. Gegebenenfalls kann zur Abtrennung
von festen Bestandteilen eine Zentrifugation
und/oder Sterilfiliration vorgesehen werden. Der Ein-
satz kommerziell erhaltlicher oftmals teuerer Arznei-
mittel wird daher Uberflissig. Zudem ist der Einsatz
von prophylaktisch oder therapeutisch wirksamen
autologen Proteinen mdglich, die bisher arzneimittel-
rechtlich noch nicht zugelassen und daher nicht ver-
fugbar sind. SchlieBlich erweist sich die Erfindung als
vorteilhaft, als dal eine Kontamination, Verunreini-
gung, Infektion oder &hnliches des prophylaktisch
oder therapeutisch wirksamen Proteins vermieden
wird, die auf einer aulRerhalb des Patienten stattfin-
denden Arzneimittelherstellung beruht.

[0019] Die vorliegende Erfindung sieht also ein Ver-
fahren zur Herstellung des Interleukin-1 Rezep-
tor-Antagonisten vor, wobei die inneren Strukturen
der Spritze aus einem besonders behandelten Mate-
rial bestehen, namlich Kunststoff oder Glas, wobei
die Oberflache der inneren Strukturen der Spritze
modifiziert wurde, namlich mit Hilfe eines atzenden
Agens, insbesondere Chromschwefelsdure, wobei
gegebenenfalls anschliessend die Oberflache der in-
neren Strukturen der Spritze sterilisiert wurde, insbe-
sondere durch Autoklavierung, und wobei die Spritze
mit einer Kdrperflussigkeit, namlich Blut, gefullt, inku-
biert und therapeutisch oder prophylaktisch wirksa-
me Proteine, namlich der Interleukin-1 Rezeptor-An-
tagonist, in der Korperflissigkeit gebildet und ange-
reichert wird. Unter anderem aufgrund der besonde-
ren Modifizierung der Oberflache der inneren Struk-
turen der Spritze, namlich der Behandlung mit einem
atzenden Agens, und der besonderen Sterilisation
der Oberflache, insbesondere Autoklavierung, ist die
erfindungsgemal eingesetzte Spritze in der Lage,
die im Blut vorhandenen Monocyten zur Bildung des
Interleukin-1 Rezeptor-Antagonisten anzuregen, so
daf dieses im Blut angereichert wird. Das sich in der
Spritze befindende Blut kann nach Inkubation, das
heil3t nach Anreicherung des Interleukin-1 Rezep-
tor-Antagonisten, direkt, ohne weitere Manipulation,
wie zum Beispiel Umftllen, wieder dem Patienten zu-
geflhrt werden, dem das in die Spritze eingefilite
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Blut entnommen worden war. Vorteilhafterweise kann
zur Abtrennung fester Bestandteile, wie Zellen, eine
Zentrifugation und/oder Sterilfiltration vorgesehen
werden. Die Erfindung sieht also auch vor, daf3 dem
Patienten das Blut mittels der mit einer besonders
modifizierten und sterilisierten, insbesondere auto-
klavierten Oberflache der inneren Strukturen ausge-
statteten Spritze entnommen, das Blut in der Spritze
inkubiert und nach IL-1ra-Bildung dem Patienten wie-
der mit der Spritze zugeflihrt werden kann. Eine der-
artige Vorgehensweise ist zum Beispiel besonders
vorteilhaft im Bereich der Neuroorthopadie, das heif3t
beispielsweise bei neurologisch bedingten Riicken-
beschwerden. Fir die Behandlung derartiger Be-
schwerden kam bisher nur eine Bandscheibenopera-
tion, Cortisonbehandlungen, Spulungen mit Koch-
salzlésungen oder dhnliches in Betracht. Die vorlie-
gende Erfindung erlaubt nun die einfache und kos-
tenglinstige Bereitstellung eines therapeutisch wirk-
samen Proteins zur Behandlung der Beschwerden.

[0020] Die Erfindung sieht in einer weiteren bevor-
zugten Ausfuhrungsform vor, daf} die innere Struktur
der Spritze zusatzlich mit Anticoagulantien beschich-
tet wird, insbesondere Heparin. Erfindungsgeman
kann auch vorgesehen sein, die Anticoagulantien
nicht als Beschichtung, sondern ungebunden im Be-
halter einzusetzen, zum Beispiel in lyophilisiertem
oder fliissigem Zustand in die Spritze zu geben. In ei-
ner besonders bevorzugten Ausfihrungsform der
vorliegenden Erfindung wird in der Spritze jedoch
kein Anticoagulans, insbesondere kein Heparin, ein-
gesetzt.

[0021] Die Erfindung sieht vor, die Inkubation der
Korperflissigkeit in der Spritze liber einen Zeitraum
von 12 bis 72 Stunden bei Raumtemperatur bis 41°C,
insbesondere bei 37°C, durchzuflihren.

[0022] Die Erfindung sieht in einer Ausgestaltung
der Erfindung auch vor, dass nach Bildung des thera-
peutisch oder prophylaktisch wirksamen Proteins in
der Korperflissigkeit die Korperfliissigkeit weiter be-
handelt wird, um beispielsweise bestimmte Bestand-
teile dieser abzutrennen, zum Beispiel Blutplasma
oder Blutplattchen. Diese Abtrennung kann in bevor-
zugter Ausfuhrungsform der Erfindung durch Zentri-
fugation durchgefiihrt werden.

[0023] Die Erfindung ermdglicht in einer Ausflih-
rungsform ein Verfahren zur Herstellung einer zur
In-vitro-Induktion von prophylaktisch oder therapeu-
tisch wirksamen Proteinen, namlich des Interleukin-1
Rezeptor-Antagonisten, geeigneten Spritze, wobei
sich die Spritze durch das besonders behandelte Ma-
terial der inneren Struktur der Spritze, namlich Kunst-
stoff oder Glas, auszeichnet. Insbesondere ist erfin-
dungsgemal’ vorgesehen, die Oberflache der inne-
ren Struktur der Spritze mittels eines atzenden
Agens, insbesondere einer Lauge oder einer Saure
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zu atzen, insbesondere mit Hilfe von Chromschwefel-
saure. Nach Entfernen des atzenden Agens und Wa-
schen der Spritze kann vorgesehen sein, die Oberfla-
che der inneren Struktur zu sterilisieren, insbesonde-
re zu autoklavieren.

[0024] Die Erfindung beschreibt selbstverstandlich
auch die Verwendung der so hergestellten Spritze,
die aus Glas oder Kunststoff, insbesondere Polysty-
rol, Polyvinylchlorid, Polyethylen oder Polypropylen,
hergestellt ist, wobei sich die Spritze durch die be-
sondere Behandlung der Oberflache der inneren
Struktur der Spritze, namlich Glas oder Kunststoff,
auszeichnet, die mittels Einwirkung eines atzenden
Agens ausgeflihrt wird.

[0025] Die Erfindung beschreibt auch die Verwen-
dung von Lauge oder Saure, insbesondere Chrom-
schwefelsaure, zum Modifizieren der Oberflache der
inneren Strukturen der erfindungsgemal eingesetz-
ten Spritzen, vorzugsweise aus Polystyrol, Polyvinyl-
chlorid, Polyethylen, Polypropylen oder Glas, zur
In-vitro-Induktion von prophylaktisch oder therapeu-
tisch wirksamen Proteinen, namlich dem Interleu-
kin-1 Rezeptor-Antagonisten.

[0026] Weitere vorteilhafte Ausgestaltungen der Er-
findung ergeben sich aus den Unteranspriichen.

[0027] Die Erfindung wird anhand von Figuren und
Ausfihrungsbeispielen naher erlautert.

[0028] Die Figur zeigt: Die Figur zeigt in schemati-
scher Darstellung eine erfindungsgemaf verwendete
Spritze.

Ausfihrungsbeispiel

Beispiel 1: Herstellung und Verwendung einer Glas-
spritze mit Granulat

[0029] Die Figur zeigt eine 30 ml Spritze 1 aus Glas
(Fortuna Optima, Best.Nr. 7.102.-44, wenn im Fol-
genden nichts anderes angegeben, wurde diese
Spritze in allen Beispielen eingesetzt) mit einem Kol-
ben oder Stempel 3, einem abschraubbaren Ver-
schlufd 5 mit einem VerschluRansatz 13 (male Luer)
und einer auf dem VerschluRansatz 13 angeordneten
und diesen abschlieRenden abnehmbaren Kappe 7
mit Septum. Der Stempel 3 weist eine Sollbruchstelle
15 auf. Dargestellt ist auch Granulat 9 aus Glas
(Glasperlen der Firma Roth, Art.Nr. A 557.1). Die
GroRe der Granulatpartikel 9 liegt zwischen 1 und 3
mm Durchmesser, wobei jedoch auch kleinere Parti-
kel, insbesondere gréler als 100 ym, eingesetzt wer-
den koénnen.

[0030] Zur Herstellung der Spritze 1 wird die Ober-
flache der inneren Struktur der fabrikneuen und origi-
nalverpackten Spritze 1 und des fabrikneuen und ori-
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ginalverpackten Granulats 9 modifiziert mit Hilfe ei-
nes handelstblichen Chromschwefelsaure-Praparat,
indem das Chromschwefelsaure-Praparat in die
Spritze aufgenommen wird und die Spritzeninnen-
wand, das heift Zylinderinnenwand und Kolben, so-
wie das Granulat damit geatzt werden. Die Spritze
wird durch ein- bis zehnmaliges, vorzugsweise drei-
maliges, vollstdndiges Aufziehen und Ausspritzen
von 50 %iger Chromschwefelsaure (Merck, Darm-
stadt, Best.Nr. 1.02499.2500, Chromschwefelsadure
wird mit Biochrom Reinstwasser Ultra Pure Water
No. L 0040 bis zur gewtinschten Verdiinnung ver-
dinnt) behandelt und dabei gesaubert beziehungs-
weise modifiziert. Nach dem letzten Rufziehen wird
die Spritze unten abgedichtet und in gefilltem Zu-
stand 5 bis 30 min mit der Chromschwefelsaure inku-
biert. Anschliessend wird der Spritzenkolben entfernt
und zwei- bis zehnmal, vorzugsweise viermal, durch
vollstandiges Auffillen und Ablaufenlassen des Sprit-
zenzylinders mit frischem Reinstwasser durchgewa-
schen, wobei darauf zu achten ist, dass das Wasch-
wasser vollstandig ein- und ausgeflllt wird. Sodann
wird der Spritzenkolben in 50 %ige Chromschwefel-
saure getaucht und griindlich mit destilliertem Was-
ser abgewaschen.

[0031] Eventuell in der Spritze vorhandene Wasser-
reste werden durch Betupfen des Lueranschlusses
kapillar abgesaugt, um ein schnelles Trocknen der
Spritze zu gewahrleisten. Voneinander getrennte
Kolben und Spritzen inklusive der eventuell darin ent-
haltenen Glasperlen werden in Melag-Folie mit Indi-
katorfeld (Melag, Melafol 1502) eingeschweif3t (Me-
lag, Melaseal). Die so verpackten Spritzen werden im
Trockenschrank (Melag-Trockensterilisator) bei 80°C
fur mindestens 60 min getrocknet. Die getrockneten
verpackten Spritzen werden anschliessend bei
132°C 30 min bei 2 bar autoklaviert (Wolf Autoclav
HRM 242 11) und bei 80°C fiir mindestens 60 min ein
weiteres Mal getrocknet.

[0032] Vor der Blutentnahme (siehe unten) wird He-
parin (Liguemin N 2500, Heparin-Natrium 2500 I.E.)
oder Citrat (ACDA) in die Spritze eingebracht, um
eine Koagulation des spater aufgenommenen Blutes
zu verhindern.

[0033] Die Spritze 1 wird eingesetzt, indem Blut ei-
nes Patienten mit Hilfe eines nicht dargestellten Ad-
apters entnommen wird, der die abschraubbare Kap-
pe 7 mittels eines nicht dargestellten Schlauches mit
einer nicht dargestellten Kanule verbindet. Der Adap-
ter weist eine Nadel auf, mittels derer das im Ver-
schluansatz 13 vorhandene Septum durchstochen
wird. Anschliessend wird der Adapter abgenommen
und eine Inkubation des Vollblutes bei 37°C fur 24
Stunden unter dem Schutz der abnehmbaren Kappe
7, deren Septum sich selbsttatig geschlossen hat,
durchgefihrt. Die Inkubation kann stehend oder lie-
gend erfolgen. Erfolgt die Inkubation stehend, wird
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das Plasma durch das Septum und einen sterilen
Vorsatzfilter (0,2 um) abgenommen. Zusatzlich oder
alternativ kann eine Zentrifugation vorgesehen wer-
den. Erfolgt die Inkubation liegend, wird das Blut zen-
trifugiert und das Plasma durch einen sterilen Vor-
satZfilter (0,2 pm) abgenommen. Es kann aber auch
vorgesehen sein, das Plasma durch das Septum ab-
zunehmen ohne eine Zentrifugation durchzufuhren.
Anschliessend wird das Plasma zum Beispiel an ei-
ner Nervenwurzel oder einem Gelenk des Patienten
reinjiziert.

Beispiel 2: Herstellung und Verwendung einer Kunst-
stoff-Spritze mit Granulat

[0034] In diesem Beispiel wird steriles Granulat aus
Polystyrol, Glas oder einem anderen modifizierbaren
und/oder sterilisierbaren Material eingesetzt. Die
Oberflache des Granulats wird mit Hilfe eines han-
delstblichen  Chromschwefelsaure-Praparat im
Batch-Verfahren, wie im Beispiel 1 ausgefihrt, modi-
fiziert. Anschliessend wird das Granulat mit Wasser
gespult, um die Chromschwefelsaure-Reste wegzu-
waschen. Dann wird das Granulat bei 121°C unter ei-
nem Druck von 2 bar mindestens 20 min inkubiert,
um so das Granulat zu sterilisieren und mit Wasser
zu sattigen. Das Granulat wird anschliessend ge-
trocknet bei 80°C fir 20 min.

[0035] Eine herkémmliche, nicht modifizierte, fabrik-
neue und originalverpackte Polypropylenspritze (5,
10, 20 oder 50 ml) wird mit dem modifizierten und ste-
rilisierten Granulat (1, 2, 4 oder 10 cm?®) sowie mit ei-
ner hinreichenden Menge eines Antikoagulans wie
Heparin (Liquemin, Heparin-Natrium 2500 I.E.) oder
Citrat (zum Beispiel ACDA) befillt.

[0036] Die befillte Spritze wird inklusive Abnahme-
kanlle und Schlauch verpackt und anschliessend
Gamma- oder Elektronen-sterilisiert.

[0037] Der Anwender entnimmt das sterile Besteck
und entnimmt dem Patienten Blut. Die Spritze verfugt
an ihrer Offnung in dem VerschluRansatz iiber ein
Septum, welches zur Entnahme durch das Abnah-
mezubehdr, also die Nadel des Adapters, durchsto-
chen wird. Nach Abnahme des Adapters verschlief3t
sich das Septum selbsttatig wieder. Nach Blutentnah-
me wird der Spritzenstempel an einer Sollbruchstelle
abgebrochen.

[0038] Die Spritze mit Blut wird 24 Stunden bei 37°C
bis 41°C inkubiert.
a) Erfolgt die Inkubation stehend, wird das Plasma
durch das Septum und einen sterilen VorsatZfilter,
zum Beispiel 0,2 pm, abgenommen.
b) Erfolgt die Inkubation liegend, wird nach Zentri-
fugation der Spritze das Plasma durch einen ste-
rilen Vorsatzfilter, zum Beispiel 0,2 ym, abgenom-
men.
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[0039] Die Reinjektion des Plasma erfolgt zum Bei-
spiel an einer Nervenwurzel, ins Gelenk oder in die
Bandscheibe.

Beispiel 3: Herstellung und Verwendung einer Spritze
ohne Granulat

[0040] Eine originalverpackte, fabrikneue Spritze
aus einem modifizierbaren, sterilisierbaren Material
(5, 10, 20 oder 50 ml) wird, wie in Beispiel 1 angege-
ben, mit Chromschwefelsaure modifiziert und an-
schliessend autoklaviert sowie getrocknet. Vorzugs-
weise besteht die Spritze aus Glas, Polystyrol, oder
einem speziell modifizierbaren anderen Material.

[0041] Die modifizierte und sterilisierte Spritze wird
mit einer hinreichenden Menge Heparin (Liquemin,
Heparin-Natrium 2500 I.E.) oder Citrat (ACDA) be-
fullt.

[0042] Die beflllte Spritze wird inklusive Abnahme-
kanile und Schlauch anschliessend Gamma- oder
Elektronensterilisiert.

[0043] Der Anwender entnimmt das sterile Besteck
und entnimmt dem Patienten Blut. Die Spritze verflgt
an der Offnung tiber ein in dem VerschluRansatz ent-
haltendes Septum, welches zur Entnahme durch das
Abnahmezubehor, also den eine Nadel aufweisende
Adapter durchstochen wird. Nach Abnahme des Ad-
apters verschlief3t sich das Septum selbsttatig wie-
der. Nach Blutentnahme wird der Spritzenstempel an
einer Sollbruchstelle abgebrochen.

[0044] Die Spritze mit Blut wird 24 Stunden bei 37°C
bis 41°C inkubiert.
a) Erfolgt die Inkubation stehend (zum Beispiel in
einem Reagenzglasstander), wird das Plasma
durch das Septum abgenommen, wobei eine Filt-
ration durch einen sterilen Vorsatzfilter, zum Bei-
spiel 0,2 ym, erfolgt.
b) Erfolgt die Inkubation liegend, wird nach Zentri-
fugation der Spritze das Plasma durch das Sep-
tum abgenommen, wobei dabei durch einen steri-
len Vorsatzfilter, zum Beispiel 0,2 pm, eine Filtra-
tion erfolgt.

[0045] Die Reinjektion des Plasma erfolgt zum Bei-
spiel an einer Nervenwurzel oder ins Gelenk oder in
die Bandscheibe.

Beispiel 4: In-vitro-Bildung und Anreicherung des In-
terleukin-1 Rezeptor-Antagonisten in einer Spritze
unter Verwendung von Heparin

[0046] Eine kommerziell erhaltliche fabrikneue und
originalverpackte Spritze, bestehend aus Glas, wur-
de mit Chromschwefelsaure gefullt und fir 20 min bei
Raumtemperatur inkubiert, wie in Beispiel 1 angege-
ben. Anschliessend wurde die Spritze viermal mit de-
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stilliertem Wasser gespult, verpackt, 30 min bei
131°C unter einem Druck von 2 bar autoklaviert und
30 min bei 100°C getrocknet.

[0047] Nach Abschlu® der Modifizierung und Sterili-
sation wird die Spritze zwischengelagert. Arzneimit-
telrechtlich zugelassenes Heparin (Liquemin, Hepa-
rin-Natrium 2500 |.E.) wird in die Spritze als Anticoa-
gulanz aufgezogen.

[0048] Anschliessend wird dem Patienten vendses
Blut mit der beschichteten Spritze steril entnommen.

[0049] Die Spritze wird bei Raumtemperatur 12 bis
72 Stunden inkubiert. In dieser Zeit findet eine starke
Anreicherung im Plasma enthaltender Proteine, ins-
besondere des Interleukin-1 Rezeptor-Antagonisten,
im Blutplasma statt (Ausgangskonzentration 150
pg/ml). Es konnte eine Konzentration von 1 bis 50
ng/ml des Interleukin-1 Rezeptor-Antagonisten fest-
gestellt werden.

[0050] Anschliessend wird das Blut oder das Plas-
ma dem Patienten mit der beschichteten Spritze inji-
Ziert.

Beispiel 5: In-vitro-Bildung und Anreicherung des In-
terleukin-1 Rezeptor-Antagonisten in einer Spritze
unter Verwendung von Heparin

[0051] Eine kommerziell erhaltliche fabrikneue und
originalverpackte Spritze, bestehend aus Glas, wur-
de mit Chromschwefelsaure gefillt und fir 20 min bei
Raumtemperatur inkubiert, wie in Beispiel 1 angege-
ben. Anschliessend wurde die Spritze viermal mit de-
stilliertem Wasser gespult, verpackt, 30 min bei
131°C unter einem Druck von 2 bar autoklaviert und
30 min bei 100°C getrocknet.

[0052] Nach Abschlu® der Modifizierung und Sterili-
sation wird die Spritze zwischengelagert.

[0053] Anschliessend wird dem Patienten vendses
Blut mit der Spritze steril entnommen.

[0054] Die Spritze wird bei Raumtemperatur Gber 12
bis 24 Stunden inkubiert. In dieser Zeit findet eine
starke Anreicherung im Plasma enthaltender Protei-
ne, insbesondere des Interleukin-1 Rezeptor-Antago-
nisten, im Blutplasma statt (Ausgangskonzentration
150 pg/ml). Es konnte eine Konzentration von 1 bis
50 ng/ml des Interleukin-1 Rezeptor-Antagonisten
gefunden werden.

[0055] Anschliessend wird das verdinnte Blut oder
der Kulturiberstand dem Patienten injiziert.

Patentanspriiche

1. Verfahren zur in-vitro-Bildung und Anreiche-
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rung von Interleukin-1 Rezeptor-Antagonisten, da-
durch gekennzeichnet, dass man

a) eine Spritze aus Glas oder Kunststoff 5 bis 30 Mi-
nuten mit einem atzenden Agens behandelt, wascht
und sterilisiert

b) mit Blut fullt, und

¢) 12 bis 72 Stunden bei Raumtemperatur bis 41°C
inkubiert.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn-
zeichnet, dal® der Kunststoff Polystyrol, Polyvinyl-
chlorid, Polyethylen oder Polypropylen ist.

3. Verfahren nach einem der vorhergehenden
Anspriche, dadurch gekennzeichnet, daf} die innere
Struktur der Spritze durch ihre innere Oberflache, ins-
besondere oberflachenvergréRernde Ausformungen,
gebildet wird.

4. Verfahren nach einem der vorhergehenden
Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dal? die innere
Struktur durch in der Spritze vorhandene Kugeln, Ge-
le, Glaswolle, Granulate oder Partikel gebildet wird.

5. Verfahren nach einem der vorhergehenden
Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dal} die innere
Struktur aus Polystyrol, Polyvinylchlorid, Polyethylen,
Polypropylen oder Glas besteht oder dieses enthalt.

6. Verfahren nach einem der vorhergehenden
Anspriche, dadurch gekennzeichnet, dal® das atzen-
de Agens eine Lauge oder eine Saure, insbesondere
Chromschwefelsaure, ist.

Es folgt ein Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen

15

13

Fig.
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