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Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Reinigung von Faktor VIII/VWF-Komplex aus einem
biologischen Ausgangsmaterial mittels Kationenaustauscherchromatographie und stufenweiser
Elution, sowie gereinigten Faktor VIIINVWF-Komplex, der insbesondere hochmolekuiaren VWF-
Multimeren, enthait.

Im Plasma zirkuliert der von Willebrand-Faktor in einer Konzentration von 5 bis 10 mg/l und
zum groRten Teil in Form eines nicht-kovalent gebundenen Komplexes mit Faktor VIII. Im
Kryoprazipitat ist Faktor VIlIIWWF-Komplex stark angereichert und kann daraus oder aus Plasma
oder Plasmafraktionen mit bekannten Fraktionierungsverfahren isoliert werden.

Bei der Hamophilie ist die Blutgerinnung durch Mangel an bestimmten plasmatischen
Blutgerinnungsfaktoren gestort. Bei der Hamophilie A beruht die Blutungsneigung auf einem
Mangel an Faktor VIII bzw. VWF (phanotypische Hamophilie). Die Behandlung der Hamophilie A
erfolgt in erster Linie durch Ersatz des fehlenden Gerinnungsfaktors durch Faktorenkonzentrate
z.B. durch Infusion von Faktor Vill oder Faktor VIII/VWE-Komplex.

Fur den Einsatz zur Therapie von Patienten mit Hamophilie A, aber auch von von Willebrand-
Syndrom ist ein gereinigter Faktor VIiil, komplexiert mit vVWF, winschenswert (Berntorp, 1994,
Haemostasis 24:289-297). Insbesondere wird immer wieder betont, dal in Praparaten ohne oder
nur einem geringen Gehalt an VWF, eine verlangerte Blutungszeit und eine geringe Faktor VINI:C-
Halbwertszeit in vivo zu beobachten ist. Eine Normalisierung von vWF in vivo ist wichtig, um eine
Konzentration von Faktor VIl im Plasma sowohl durch Reduktion der Faktor ViII-Eliminierungsrate
als auch durch Unterstitzung der Freisetzung von endogenem Faktor Vill, aufrecht zu erhalten
(Lethagen et al., 1992, Ann. Hematol. 65: 253-259).

Die DE 3 504 385 beschreibt die Durchfihrung einer lonenaustauscherchromatographie zur
Reinigung von Faktor VIII/VWF-Komplex, wobei der Faktor VI 11-Komplex Uber Sulfatgruppen
gebunden und mit Citratpuffer, Calciumchlorid und NaCl-Gradient eluiert wird.

Der Faktor VIIIVWF-Komplex wird dabei mit einer Konzentration von 0,5 M NaCl vom Trager
eluiert.

Die EP 0 416 983 beschreibt die Gewinnung des Faktor VillWWF-Komplexes aus
menschlichem Plasma durch eine Kombination aus Bariumchiorid- oder Aluminiumhydroxid-
Fallung und Anionen-Austauscherchromatographie an DEAE-Fractogel.

Harrison et al. (Thrombosis Res., 1988; 50, 295-304) beschreibt die Reinigung von Faktor
VIIINWEF-Komplex durch Chromatographie an Dextran-Sulfat-Sepharose.

Die EP 0 600 480 beschreibt ein Aufreinigungsverfahren fir Faktor VIIIWWF-Komplex aus
Vollplasma mittels kombinierter Anionenaustauscher/Kationenaustauscher-Chromatographie. Die
Elution des an den Kationenaustauscher adsorbierten FVIIIVWF-Komplexes erfolgt dabei unter
Verwendung eines Ca-haltigen Puffers mit 0,3 M NaCl in einem pH-Bereich zwischen 6,6 bis 7,0.

Die WO 96/10584 beschreibt ein.Verfahren zur Gewinnung von hochreinem rekombinantem
VWF mittels kombinierter Anionenaustauscher/Heparin- Affinitatschromatographie und die EP 0
705 846 die Trennung zwischen hoch- und niedermolekularen Fraktionen von rekombinantem vWF
mittels Heparin- Affinitatschromatographie.

Die im Stand der Technik beschriebenen Faktor Vill-Praparate enthalten zwar zum grofdten
Teil das gesamte VWF-Multimerpattern, jedoch variieren sie im Anteil an hochmolekularen VWF
(HMW-vWF) und niedermolekutaren VWF (LMW-vWF) und weisen auch sogenannte Triplett-
Strukturen auf, die auf einen proteolytischen Abbau, insbesondere von HMW-vWF, hinweisen. Die
Stabilitat dieser Praparate ist dadurch oft begrenzt.

Es wird immer wieder betont, daf Faktor VII/WWF-Praparationen, enthaltend im wesentlichen
HMW-vWF, moglicherweise einen guten EinfluR auf die Blutungszeit hatten, da sie die primare
Funktion des VWF, die Plattchenagglutination, ausfuhren und eine hohere Affinitat zu den
Plattchenrezeptoren Glykoprotein 1B und lib/lila haben als niedermolekulare vVWF-Multimere.

Es besteht ein Bedarf an einem Faktor Vill-Komplex mit einer ausreichenden spezifischen
Aktivitat an Faktor VIII:C- und vVWF-Aktivitat. Ein Problem bei der Gewinnung eines solchen
Komplexes ist insbesondere die Abtrennung von Molekulen enthaltend niedermolekulare VWF-
Multimere und Anreicherung von Komplexen mit hoher spezifischer vWEF-Aktivitat.

Ziel der vorliegenden Erfindung ist es daher, einen Faktor VIHIIWVWWF-Komplex mit einer
verbesserten spezifischen Aktivitat und Stabilitat zur Verfugung zu stellen.

Ein weiteres Ziel ist es, ein Verfahren zur Gewinnung eines solchen Faktor VIII/VWF-Komplex
zur Verfigung zu stellen. Das Verfahren solite sowohl fur die Reinigung von rekombinantem als
auch plasmatischem Faktor VilI/vVWF-Komplex einsetzbar sein.
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Erfindungsgemal wird die Aufgabe dadurch gelést, daR ein Verfahren zur Gewinnung von
Faktor VIlIWWF-Komplex zur Verfugung gestellt wird, bei dem Faktor VIII/VWF-Komplex aus einer
Proteiniésung an einen Kationenaustauscher gebunden wird und durch stufenweise, fraktionierte
Elution Faktor VIIIVWF-Komplex mit verbesserter spezifischer vVWF-Aktivitat gewonnen wird. Die
Gewinnung und Anreicherung von Faktor VIIIVWF mit verbesserter Aktivitat und Stabilitat erfolgt
insbesondere dadurch, daR Faktor VIII/WWF-Komplex bei einer niedrigen Salzkonzentration
gebunden wird, durch stufenweise Erhdhung der Salzkonzentration Fraktionen enthaltend Faktor
Vili/'vwF-Komplex mit niedermolekularen VWF-Multimeren, inaktiven VWF-Abbauprodukten und
unspezifische Begleitproteine bei einer mittleren Saizkonzentration abgetrennt und Fraktionen
enthaltend Faktor VIIIVWF-Komplex, der insbesondere hochmolekulare vWF-Multimere enthalt,
bei einer héheren Salzkonzentration gewonnen werden.

Faktor VIlIWWF-Komplex wird tblicherweise aufgrund seines sauren isoelektrischen Punktes
(IEP = 5,5 bis 6) und seiner daraus resultierenden negativen Netto-Ladung im schwach sauren bis
basischen Milieu tber positiv geladene Anionenaustauscher aufgereinigt. Es war daher aufgrund
der bisher beschriebenen Verfahren zur Reinigung von Faktor VIII/VWF-Komplex mittels positiv
geladener Anionenaustauscher nicht zu erwarten, dall Faktor VIIIWWF-Komplex ebenfalls bei
einem pH-Wert, der oberhalb des IEP des Komplexes liegt, und niedriger Salzkonzentration an
eine negativ geladene Gelmatrix eines Kationenaustauschers bindet und von dieser durch
Erhdhung der Salzkonzentration selektiv eluierbar ist. Es war ebenfalls nicht zu erwarten, daR
durch stufenweise Elution bei einer Salzkonzentration von ungefahr zwischen > 250 mM und < 300
mM unspezifische Begleitproteine, inaktive VWF-Abbauprodukte, Komplexkomponenten mit
geringer spezifischer Aktivitat, Faktor VIIIVWF-Komplex enthaitend niedermolekulare vWF-
Multimere, nicht-komplexierter oder nur schwach gebundener Faktor VIl und freier Faktor VIlI
eluiert werden und bei einer Salzkonzentration von > 300 mM insbesondere Faktor VIII/VWF-
Komplex mit hochmolekularen vWF-Multimere erhalten werden.

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung wurde festgestellt, da mit dem erfindungsgemaRen
Verfahren, ausgehend von einem unreinen biologischen Material, gereinigte Fraktionen erhalten
werden, die im wesentlichen frei von kontaminierenden Nukleins&uren sind. Dadurch werden durch
das Verfahren auch Nukleinsauren aus Proteinpraparationen entfernt. Dieser Effekt kann mit
herkémmilichen Verfahren mittels Anionenaustauscher nicht gezeigt werden, da Nukleinsauren
aufgrund ihrer negativen Ladung an den Anionenaustauscher binden, sich durch Erhéhung der
Salzkonzentration wieder vom Anionenaustauscher ablésen und ins Eluat gelangen.

Bei der Reinigung des Faktor VIIINWF-Komplexes ist insbesondere zu beachten, daB, bedingt
durch die GréRe des VWF von 500 000 bis mehrere Millionen, nur solche Tragermaterialien gute
Reinigungen und Ausbeuten liefern, die den Faktor VIIIVWF-Komplex in der Diffusion und
Verteilung in den verwendeten Tragermaterialien nicht behindern. Bei der Durchfuhrung des
erfindungsgeméBen Verfahren zur Reinigung von Faktor VIIIVWF-Komplex mit hoher spezifischer
Aktivitat mittels Kationenaustauscher wird nicht nur eine Gelmatrix verwendet, die eine hohe
Beladungskapazitat besitzt, robust in der Handhabung ist und ein scharfes Elutionsprofil zeigt,
sondem die sich auch im industriellen MaRstab &konomisch einsetzen 1aRt. Damit wird das
erfindungsgeméaRe Verfahren insbesondere fir die Gewinnung von gereinigtem Faktor VIlI/VWF-
Komplex im groBtechnischen Ansatz interessant.

Zur Durchfiihrung des Verfahrens kann jeder bekannte Kationenaustauscher eingesetzt
werden, wobei Kationenaustauscher mit einem Sulfopropyl- oder Carboxymethyl-Gruppen
konjugierten Trager bevorzugt sind. Als gut geeignet haben sich zum Beispiel SP-Sepharose® Fast
Flow und CM-Sepharose® Fast Fiow (Pharmacia), Fractogel® EMD-S03 und Fractoge/® EMD
COOH (Merck), Poros® 10 SP und Poros® 10 S (Perseptive Biosystems) und Toyopearl™ SP 550
C und Toyopeari™ CM-650 (M) (TosoHaas) erwiesen.

Als besonders gunstig fur die Gewinnung von gereinigtem vWF hat sich ein grof3poriges Gel
mit Tentakelstruktur vom Typ Fractoge!® EMD-S03 und Fractoge!® EMD COOH (Merck) erwiesen.

Die Adsorption des Faktor VIIIWVWF-Komplexes an den Kationenaustauscher erfolgt
vorzugsweise bei einer Salzkonzentration im Puffer von < 250 mM. Durch stufenweise Erhhung
der Salzkonzentration im Puffer kann selektiv Faktor VIlIVWF-Komplex enthaltend insbesondere
hochmolekulare VWF-Multimere bei einer Salzkonzentration von > 300 mM, vorzugsweise > 350
mM eluiert werden. Faktor VIIIVWF-Komplex enthaltend niedermolekulare vWF-Multimere und
proteolytische vVWF-Abbauprodukte, die in der Proteinidsung enthalten sind und die eine geringe
spezifische Aktivitat in bezug auf die VWF-Aktivitat, insbesondere auf die Ristocetin-Kofaktor-
Aktivitat, die Kollagenbindungsaktivitat und die spezifische Plattchenagglutinationsaktivitat auf
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weisen, sowie freier Faktor VIII:C werden bei einer Salzkonzentration zwischen > 250 mM und <
300 mM, vorzugsweise bei 300 mM vom Kationenaustauscher eluiert und gegebenenfalis
gewonnen. Diese Fraktion kann zur weiteren Reinigung beispielsweise von Faktor VIII:C, der
insbesondere frei ist von plattchenagglutinierender vVWF-Aktivitat, eingesetzt werden.

Die Adsorption und Desorption des Faktor VIII/VWF kann in einem Puffer, enthaltend als Saiz
ein ein- oder zweiwertiges Metallion, erfolgen, wobei als Salz vorzugsweise NaCl verwendet wird.

Im erfindungsgemafen Verfahren wird als Puffersystem zur Elution der an den
Kationenaustauscher gebundenen Proteine eine Pufferlésung bestehend aus Puffersubstanzen,
insbesondere Glycin, Phosphatpuffer oder Citratpuffer, und Salz verwendet.

Der Elutionspuffer kann einen pH-Wert im Bereich zwischen 4,5 bis 8,5, vorzugsweise
zwischen > 7,0 und < 8,5 aufweisen.

Das erfindungsgemafe Verfahren kann als Batch-Verfahren oder als Saulenchromatographie
durchgefithrt werden.

Die optimalen Parameter wie Salzkonzentration, pH-Wert und Temperatur zur Durchfithrung
des erfindungsgemaRen Verfahrens sind jedoch jeweils abhangig vom verwendeten
Kationenaustauschermaterial. Es liegt jedoch im allgemeinen Wissen eines Fachmannes, die im
Rahmen der vorliegenden Erfindung offenbarten Bedingungen zur Durchfuhrung des Verfahrens,
fur den jeweilig eingesetzen Kationenaustauschertyp zu optimieren.

Durch das erfindungsgemafe Verfahren wird insbesondere ein Faktor VIINVWF-Komplex
gewonnen und angereichert, der insbesondere hochmolekulare VWF-Multimere enthait.

Die gewonnene Faktor VIIINWF-Komplex-Fraktion ist im wesentlichen frei von
niedermolekularen VWF-Multimeren, .vVWF-Fragmenten mit geringer spezifischer Aktivitat und
kontaminierenden Nukleinsauren.

Als Ausgangsmaterial zur Gewinnung von gereinigtem Faktor VHIVWF-Komplex mit dem
erfindungsgemafen Verfahren kann jede Faktor Viil-Komplex-haltige Losung eingesetzt werden.
Ausgangsmaterialien sind insbesondere biologische Materialien, wie Plasma, eine Plasmafraktion,
Kryoprazipitat, oder ein Uberstand oder ein Extrakt einer rekombinanten Zellkultur.

Faktor VIIIWWF-Komplex-haltige Losungen  konnen jedoch auch angereicherte
Proteinlssungen sein, die durch einen vorangegangenen Schritt etwa uber Geffiltration,
Anionenaustauscherchromatographie.’ Affinitatschromatographie oder einer Kombination davon,
vorgereinigt oder angereichert sind.

GemaR einer besonderen Ausfiihrungsform des erfindungsgeméaBen Verfahrens wird als
Ausgangsldsung eine Uber einen Anionenaustauscher angereicherte Faktor VIll/VWF-Komplex-
haltige Fraktion eingesetzt. Bei der anschlielenden Kationenaustauscherchromatographie erfolgt
dann eine Reinigung und Trennung von Faktor VIIIVWE-Komplex enthaltend hochmolekulare bzw.
niedermolekulare vVWF-Multimere. Es sind jedoch auch andere Kombinationen, wie etwa Affinitats-
/Kationenaustauscher-Chromatographie, Anionen-austauscher-/Affinitats-/Kationenaustauscher-
chromatographie maéglich, um eine Anreicherung und selektive Gewinnung von Faktor VIII/VWF mit
verbesserter spezifischer Aktivitat und Stabilitat zu erreichen.

Mit dem oben beschriebenen erfindungsgemafien Verfahren wird Faktor VIIVWF mit
verbesserter spezifischer Aktivitat aus einem unreinen Faktor VIIIVWF-haltigen Material vielfach
angereichert.

Da prinzipiell jedes biologische Material mit infektiosen Keimen kontaminiert sein kann, wird zur
Herstellung eines virussicheren Praparates die gewonnene Faktor VII/VWF-haltige Fraktion zur
Inaktivierung bzw. Abreicherung von Viren behandelt. Dazu kénnen alle aus dem Stand der
Technik bekannten Verfahren, wie chemisch/physikalische Methoden, Inaktivierung durch
Kombination einer photoaktiven Substanz und Licht oder Abreicherung durch Filtration eingesetzt
werden. Zur Inaktivierung von Viren eignet sich insbesondere eine Hitzebehandlung in Losung
bzw. in festem Zustand, welche sowoh! lipidumhdlite als auch nicht-lipidumhlite Viren verlasslich
inaktivieren kann. Die Virusabreicherung erfolgt vorzugsweise durch eine Filtration tiber Nanofilter.

GemaR einem weiteren Aspekt stelit die vorliegende Erfindung gereinigten Faktor VIIIVWEF-
Komplex, der insbesondere hochmolekulare VWF-Multimere enthalt, erhaltlich aus einer Faktor
VIIlI vWEF-haltigen Lésung durch Kationenaustauscherchromatographie zur Verfugung. Faktor
VIIWWE mit erhéhter spezifischer VWF-Aktivitat von vorzugsweise mindestens 66 U/mg Protein
und erhohter spezifischer Faktor VII-Aktivitat von vorzugsweise mindestens 500 U/mg Protein wird
ausgehend von einem Ausgangsmaterial enthaltend u.a. Faktor VII/VWF mit geringer Reinheit und
niedriger spezifischer Aktivitat angereichert und Begleitproteine, insbesondere nicht oder schwach
gebundener und damit freier Faktor VIII bzw. Faktor Vill-Komplex mit geringer vWF-Aktivitat,
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werden selektiv abgetrennt. Dadurch wird ein Faktor VIII/VWF-Komplex gewonnen, der
hochmolekulare vVWF-Multimere enthalt und im wesentlichen frei ist von Faktor VHI-Komplex mit
niedermolekularen VWF-Multimeren, vWF-Abbauprodukten, nicht-komplexiertem Faktor VIII und
moglicherweise Faktor Vilia. Der erfindungsgemaBe Faktor VIII/VWF-Komplex weist aufgrund der
selektiven Anreicherung von hochmolekularen vWF-Multimeren eine verbesserte Platt-
chenagglutinationsaktivitat und eine erhdhte Stabilitat auf.

Gemal einem weiteren Aspekt wird ein Faktor VIIEC im wesentlichen frei von
plattchenagglutinierender vWF-Aktivitat, erhaltich aus einer Faktor ViliWWF-haltigen Lésung,
durch Kationenaustauschchromatographie und stufenweise Elution bei einer Salzkonzentration
zwischen > 200 mM und < 300 mM zur Verfugung gestellt.

GemaR einem weiteren Aspekt wird eine gereinigte Praparation enthaltend Faktor VIII/VWF-
Komplex, der insbesondere hochmolekulare vWF-Multimere enthalt, oder Faktor VII:C, im
wesentlichen frei von plattchenagglutinierender vWF-Aktivitat, zur Verfigung gestelit

Bei Gewinnung und Herstellung der erfindungsgemaRen Praparation mit einem
Ausgangsmaterial plasmatischen oder rekombinanten Ursprungs wird, wie oben beschrieben, zur
Entfenung von infektiosen Partikeln gegebenenfalls ein Virusabreicherungs/oder Inakti-
vierungsverfahren durchgefuhrt, wobei eine Virusinaktivierung und/oder Virusabreicherung
prinzipiell vor oder nach jedem Reinigungsschritt ausgehend vom Ausgangsmaterial bis zur herge-
stellten pharmazeutischen Zubereitung erfolgen kann. Damit ist die erfindungsgemaRe Praparation
in jedem Fall virussicher und frei von infektidésem Material.

Ein weiteres Kriterium fur die Reinheit und geringe Infektiésitat eines Produktes ist auch die
Abwesenheit von kontaminierenden Nukleinsauren. Die erfindungsgemaRe Praparation ist daher
im wesentlichen frei von Nukleinsauren. "Im wesentlichen" bedeutet hier, da der Gehalt an
Nukleinsaure < 0,7 bezogen auf das Verhaltnis 260/280 nm ist. Die Nukleinsaure kann jedoch auch
gemal einem Verfahren, wie es beispielsweise in der EP 0 714 987 und der EP 0 714 988
beschrieben wird, quantifiziert werden.

GemaR einem weiteren Aspekt liegt die erfindungsgemaie Praparation in einer lagerstabilen
Form vor. Die Praparation enthaltend gereinigten Faktor VII/VWF mit verbesserter spezifischer
VWEF-AKktivitat kann als fertige Losung, Lyophilisat oder tiefgefroren bereitgestelit werden. Aufgrund
ihrer Reinheit ist die Praparation besonders stabil. Es hat sich gezeigt, daR die erfindungsgemae
Praparation bei -20°C fur mindestens 6 Monate, bei 4°C in Lésung fur mindestens 4 Wochen und
als Lyophilisat fir mindestens 1 Jahr stabil ist. Es zeigte sich, dafl innerhalb des jeweiligen
Zeitraumes die Faktor VIIIWWF-Aktivit4t um maximal 10% reduziert wird und das Multimermuster
der vWF-Multimere keine wesentliche Anderung zeigt.

Die Formulierung der erfindungsgemaRen Praparation kann in an sich bekannter und ublicher
Weise erfolgen. Der gereinigte Faktor VIIVWF, enthalten in der erfindungsgemaRen Praparation,
wird mit einem Puffer enthaltend Salze, wie NaCl, Trinatrium-citratdihydrat und/oder CaCl,, und
Aminoséauren, wie Glycin und Lysin, bei einem pH im Bereich von 6 bis 8 gemischt und als
pharmazeutisches Praparat formuliert..

Die Praparation kann zur Herstellung eines Arzneimittels zur Behandlung von Patienten mit
Hamophilie, phanotypischer Hamophilie und vWD verwendet werden.

Die Erfindung wird anhand der nachfolgenden Beispiele und der Zeichnungsfiguren naher
erlautert, wobei sie jedoch nicht auf diese Ausfiihrungsbeispiele beschrankt ist.

Es zeigen:

Figur 1: vVWF-Multimer-Analyse von Faktor VIIIWVWF-Komplex aus Kryoprazipitat vor und nach

Reinigung mit Kationenaustauscher

Figur 2: vWF-Multimer-Analyse von Faktor VIII/VWF-Komplex aus Kryoprazipitat vor und nach

Reinigung mittels kombinierter Anionen/Kationenaustauscherchromatographie

Beispiel 1 beschreibt die Reinigung von plasmatischem Faktor VIlIVWF-Komplex durch
Kationenaustauscherchromatographie und stufenweiser Elution; Beispiel 2 beschreibt die
Reinigung  von Faktor  VIIIWWF-Komplex durch  Kombination von  Anionen-
/Kationenaustauscherchromatographie und stufenweiser Elution vom Kationenaustauscher:
Beispiel 3 beschreibt die Reinigung von rvWF/ rFaktor VI 11-Komplex mittels Kationenaustauscher.

Beispiel 1:
Reinigung von pilasmatischem FVill-Komplex durch Kationenaustauscher-
chromatographie
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Kryoprazipitat aus humanem Plasma wurde in Natrium-Acetat-Puf-fer, pH 7, aufgelést und es
wurden 20 Einheiten Heparin pro ml Losung zugegeben. Pro 1 g Kryoprazipitat wurden 0,25 ml 2%
Al(OH);-Suspension zugegeben, und fir 30 Minuten inkubiert. Anschiiefend wurde fur 20 Minuten
bei 10000 RPM zentrifugiert, um ein trubungsfreies Kryopréazipitat zu erhalten.

Eine Chromatographieséule wurde mit Fractogel” EMD-S03 gefulit und mit Puffer (30 mM
Glycin-NaCl-Puffer) gespiilt. AnschiieBend wurde aufgelostes Kryoprazipitat durch die
Kationenaustauschersaule filtriert und im Durchflu wurden solche Proteine erhalten, die nicht an
den Austauscher binden (Fraktion 1). Unspezifisch gebundene Proteine wurden durch Spulen der
Saule mit 0,3 M NaCl in Puffer entfernt (Fraktion 2). AnschlieRend wurde FVIlll vWF-Komplex von
der Austauschersaule durch Elution mit 0,4 M bzw. 0,5 M NaCl eluiert (Fraktion 3 bzw. Fraktion 4).

Aus der Tabelle 1 ist ersichtlich, daR sowohl VWF als auch FVIil durch den
Kationenaustauscher gebunden wurden. Durch Spulen der Kationenaustauschersaule mit 0,3 M
NaCl (Fraktion 2) wurden kein vWF und nur 10 % der FVII-Aktivitat erhalten. Durch diese
Elutionsstufe wurde der FVIIl, der nicht als Komplex mit funktio-nell aktivem vWF vorlag,
abgetrennt. Durch anschlieBende Desorption mit 0.4 M NaCl (Fraktion 3) wurde FVIINVWF-
Komplex erhalten, der etwa 20 % des funktionell aktiven VWF und etwa 30 % der Gesamtmenge
an EVIIl enthielt. Der restliche FVill-Komplex wurde anschiieBend mit 500 mM NaCl vom
Kationenaustauscher eluiert (Fraktion 4). Fraktion 4 enthielt Faktor VIII/WWF-Komplex, der 80 %
der VWF-Aktivitat und 50 % der FVIIl-Aktivitat ausgehend vom Kryoprazipitat beinhaltet. Durch die
Kationenaustauscherchromatographie kam es zu einer 20-fachen Reinigung von FVIlI (spezifische
Aktivitst 12 WU FVII:C/mg Protein) gegeniber Kryoprazipitat bzw. zu einer 350-fachen
Aufreinigung von FVIIl bezogen auf Plasma (Fraktion 4). Aus der Fraktion 3 kann FVill gewonnen
werden.

Figur 1 zeigt die VWF-Multimer-Analyse von Faktor VIII/VWF-Komplex vor und nach Reinigung
mit Kationenaustauscher, wobei Spur.A das VWF-Multimermuster des Kryoprazipitats, Spur B des
300 mM NaCl-Eluats (Fraktion 2, Tabelle 1), Spur C des 400 mM NaCl-Eluats (Fraktion 3, Tabelle
1) und Spur D des 500 mM Eluats (Fraktion 4, Tabelle 1) darstellt. Aus Figur 1 ist ersichtlich, dai
durch die Kationenaustauscherchromatographie ein Faktor VIINWF-Komplex mit hochmolekularen
vWF-Multimerstruktur erhalten wird. Faktor VIII/vWF-Komplex enthaltend niedermolekulare VWF-
Multimere wird entweder nicht an den Kationenaustauscher gebunden (Fraktion 1) oder bei der
Elution mit 0,3 M NaCl abgetrennt (Fraktion 2).

Tabelle 1 Reinigung  von FVilI/VWF-Komplex ~ aus Kryoprazipitat mittels
Kationenaustauscherchromatographie

Probe “VWE Risto-CoF-Aktivitat | FVill:C-Aktivitat
A (U/ml) (U/ml)

Kryoprazipitat 2,2 2.4

Fraktion 1 0 0

(Nicht gebunden)

Fraktion 2 0 0,1

(Eluat 300 mM NaCl)

Fraktion 3 1,8 3,6

(Eluat 400 mM NaCl) |

Fraktion 4 1,8 1,5

(Eluat 500 mM NaCl) J
Beispiel 2

Reinigung von plasmatischem FVI IIivWF-Komplex durch Kombination von Anionen-
/Kationenaustauscherchromatographie

Kryoprazipitat aus humanem Plasma wurde in einem Puffer aus 7 mM Tris, 100 mM Na-Acetat,
100 mM Lysin, 120 mM NaCl bei pH 6,7 aufgelost. Zur Vorbehandiung wurde Al(OH)s eingeruhrt.
Anschlieend wurde der Niederschlag durch Zentrifugation abgetrennt .

Auf diese Weise vorbehandeltes Kryoprazipitat wurde auf eine Saule Fractoge!® EMD-TMAE
auf getragen. Nicht gebundene Proteine wurde durch Spulen der Saule mit Losungspuffer erhalten
(Fraktion 1). Diese Fraktion 1 enthielt 60 % der VWF-Aktivitat, jedoch nur 10 % der FVII-Aktivitat.
Durch Elution der Saule mit 400 mM NaCl (Fraktion 2) wurde anschlieRend FVIIIVWF-Komplex
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erhalten. Fraktion 2 enthielt die restliche vVWF-Aktivitat und 70 % der FVIII

-Aktivitat ausgehend vom

Tabelle 2 Reinigung von FVIIl-vWF-Komplex durch Kombination von Anionen- und
Kationenaustauscherchromatographie

VWF:RistoCoF-Aktivitzt

Probe FVIII.C-Aktivitat
(U/mi) (U/mi)
Kryoprazipitat 12,5 12,2
Fraktion 1 3,5 0,7
(Nicht gebunden)
Fraktion 2 2,5 14,5
Eluat 400 mM NaCl)

Der FVHINVWF-Komplex der Fraktion 2 wurde mit 20 mM Glycin/ NaCl-Puffer 4-fach verdiinnt,

und anschlieBend auf eine Kationen-austauschersaule Fractogel° EMD-S03 auf getragen. Nicht-
bindende Proteine wurden in der Fraktion 1 erhalten. Schwach gebundene Proteine wurden durch
Spulen der Saule mit 200 mM NaCl entfernt (Fraktion 2). AnschlieRend wurde stufenweise mit 400
mM NaCl (Fraktion 3) und 500 mM NaCl (Fraktion 4) eluiert. In den Fraktionen 3 und 4 wurden
jeweils 45 % der vWF-Aktivitat und 55 % bzw. 40 % der FVIil-Aktivitaten gefunden.

Tabelle 3 Reinigung von FVIIVWF-Komplex durch Kombination von Anionen- und
Kationenaustauscherchromatographie

Probe VWF:RistoCoF-Aktivitat FVIIL:C-Aktivitat
(U/ml) (U/ml)

Ausgang 0,63 3,6

Fraktion 1 0 0

Nicht gebunden)

Fraktion 2 0 0

(Eluat 200 mM NaCl)

Fraktion 3 0,3 2,26

(Eluat 400 mM NaCl)

Fraktion 4 0,25 1,43

(Eluat 500 mM NaCl)

Aus der Tabelle 3 ist ersichtich, daB sowohl VWF als auch FVill durch den
Kationenaustauscher gebunden werden. Durch Spilen der Kationenaustauschersaule mit 0,2 M
NaCl (Fraktion 2) wurde kein aktiver vWF und kein FVIIl gefunden. Der FVIIINWF-Komplex wurde
anschlieBend in den Fraktionen 3 und 4 eluiert.

Waéhrend die spezifische Aktivitat des FVIII:C im Kryoprazipitat 0,59 U/mg Protein betrug,
betragt die spezifische Aktivitat des FVIII:C in den Fraktionen 3 und 4 500 U/mg Protein bzw. 477
U/mg Protein. Die spezifische Aktivitat des VWF stieg ausgehend von Kryoprazipitat 0,6 U/mg
Protein auf 66 U/mg Protein und 83 U/mg Protein in den Fraktionen 3 und 4.

Figur 2 zeigt die VWEF-Multimer-Analyse von Faktor VHINWF-Komplex vor und nach Reinigung
mit kombinierter Anionen-/KationenaUstauscherchromatographie, wobei die Spuren a bis ¢ die
Chromatographie am Anionenaustauscher und die Spuren d bis g am Kationenaustauscher zeigen.
Fig. 2 zeigt in Spur a das vWF-Multimermuster des Kryoprazipitats, Spur b des Durchiaufs
(Fraktion 1, Tabelle 2), Spur ¢ des 400 mM NaCl-Eluats (Fraktion 2, Tabelle 2), Spur d des 400
mM NaCl-Eluats (Fraktion 2, Tabelle 2) vor Kationenaustauscher, Spur e des 200 mM NaCl-Eluats
(Fraktion 2, Tabelle 3), Spur f des 400 mM NaCl-Eluats (Fraktion 3, Tabelle 3) und Spur g des 500
mM NaCl-Eluats (Fraktion 4, Tabelle 3).

Beispiel 3:
Reinigung eines r-vWF/r-FVHI-Komplexes mittels Kationenaustauscherchromatographie
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1000 mi eines Zellkulturiberstandes, enthaltend rekombinanten rFVIII/IWWF-Komplex, wurden
auf eine Saule, gefulit mit 20 ml Fractogel® TSK-S03, aufgetragen. Nach dem Waschen der Saule
mit Puffer, pH 7,4, mit 250 mM NaCl, wurde der gebundene rFVII/ vWF-Komplex mit einem

Puffer, pH 7,4, mit 600 mM NaCl eluiert. In Tabelle 4 sind die Ergebnisse dieses Saulenlaufes
dargestelit.

Tabelle 4 Reinigung von rekombinanten rEVII/WWF-Komplex mittels
Kationenaustauscherchromatographie

’Wobe FVIII:C Aktivitat VWF:RistoCoF-Aktivitét
(U/ml) (U/ml)
Ausgang 2,3 01
Durchflul® 0,1 0
250 mM NaCl-Eluat 0,2 0
600 mM NaCl-Eluat , 85 44

Das Beispiel zeigt, dal ein Komptex bestehend aus rekombinantem FVIII und rekombinantem
VWF (der normalerweise wahrend der Fermentation von rekombinantem FVIII anfallt) an einen
Kationenaustauscher bindet und selektiv durch Erhohung der Salzkonzentration, von
Begleitproteinen getrennt, eluiert werden kann.

In dem Beispiel wurde ein rFVIlII/rVWF-Komplex mit einer spezifischen FVIil-Aktivitat von 130
U/mg Protein in einer Ausbeute von 75% erhalten. Dies entspricht einem Reinigungsfaktor von 28
fur diesen Schritt. Die spezifische Aktivitat des r-vWF hangt stark von der Qualitat des exprimierten
r-vWE ab. In diesem Fall lag sie bei 7 U/mg im Eluat, was einem Reinigungsfaktor von 35 ent-
spricht .

Durch Variation des rFVII/rWWF-Verhaltnisses im Ausgang, oder durch Anschlieen eines

weiteren chromatographischen Schrittes, kann die spezifische Aktivitat des FVII:C noch weiter
verbessert werden.

Patentanspriiche:

1. Verfahren zur Gewinnung. von gereinigtem Faktor VIIWWF-Komplex, dadurch.
gekennzeichnet, dal Faktor VIIIWWF-Komplex aus einer Proteinldsung an einen
Kationenaustauscher gebunden wird und durch stufenweise Elution gereinigter Faktor
VIlIiWWF-Komplex, der insbesondere hochmolekulare VWF-Multimere enthalt, freigesetzt
wird.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dai Faktor VIIIWWF-Komplex bei
einer Salzkonzentration von < 250 mM an einen Kationenaustauscher gebunden wird und
Faktor VIIIVWF-Komplex, enthaltend niedermolekulare vWF-Multimere, Faktor VIIi frei von
plattchenagglutinierender vWF-Aktivitat und Faktor VII:C bei einer Salzkonzentration
zwischen > 250 mM und < 300 mM eluiert und gewonnen werden.

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dall Faktor VIINWEF-
Komplex, enthaltend insbesondere hochmolekulare VWF-Multimere, durch stufenweise
Fraktionierung bei einer Salzkonzentration von 2> 300 mM, vorzugsweise > 350 mM
gewonnen wird.

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daR eine Faktor VII/VWF-Komplex-
haltige Fraktion gewonnen wird, die insbesondere frei ist von niedermolekularen VWF-
Multimeren und vVWF-Abbauprodukten, nicht-komplexierten, oder schwach an vWF gebun-
denem Faktor VIil und kontaminierenden Nukleinsauren.

5. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dal die Elution qer
Polypeptide vom Kationenaustauscher in einem Puffersystem mit einem pH-Wert im
Bereich zwischen 4,5 und 8,5, vorzugsweise > 7,1 und <85 erfolgt.

6 Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daB ;ier
Kationenaustauscher ein Sulfopropyl- oder Carboxymethyl-Gruppen konjugierte! Trager ist.
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Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, dal ein Faktor
VIIIlVWF-Komplex enthaltend insbesondere hochmoiekulare vWF-Multimere gewonnen
wird.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 7 dadurch gekennzeichnet, daR Faktor
VIIIWWF-Komplex aus Plasma, einer Plasmafraktion, Kryoprazipitat, dem zelifreien
Uberstand oder Extrakt einer rekombinanten Zellkultur, oder einer angereicherten Prote-
infraktion gewonnen wird.

Faktor VIINVWF-Komplex, énthaltend insbesondere hochmolekulare vWF-Multimere,
erhaitlich aus einer Faktor VIII/VWF-haltigen Lésung durch
Kationenaustauscherchromatographie nach Anspruch 1.

Faktor VIlI/VWWF-Komplex nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, daR er insbesondere
frei ist von niedermolekularen vVWF-Multimeren, inaktiven vWF-Abbauprodukten und Faktor
VIl frei von plattchenagglutinierender vWF-Aktivitat und von Faktor Villa-Aktivitat.

Faktor VIINWF-Komplex nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, dal er eine
spezifische VWF-Aktivitidt von mindestens 66 U/mg Protein und eine spezifische Faktor
VIII-Aktivitat von mindestens 500 U/mg Protein auf weist.

Faktor VIII :C frei von plattchenagglutinierender vVWF-Aktivitat, erhaltlich aus einer Faktor
VIlII/VWF-haltigen Lésung durch Kationenaustauscherchromatographie und stufenweise
Elution bei einer Salzkonzentration zwischen > 200 mM und < 300 mM nach Anspruch 2.

Praparation enthaltend Faktor VIIIVWF-Komplex oder Faktor VIII:C gemaR einem der
Anspriche 11 oder 12, dadurch gekennzeichnet, dal sie virussicher und frei von
infektidsem Material ist.

Praparation nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, da sie in einer lagerstabilen
Form vorliegt.

Praparation nach einem der Anspriiche 13 oder 14, dadurch gekennzeichnet, daf sie als
pharmazeutisches Pr&parat formuliert ist.

Verwendung einer Praparation nach einem der Anspriiche 13 bis 15 zur Herstellung eines
Arzneimittels zur Behandiung .von Patienten mit Hamophilie A, phénotypischen Hamophilie
und VWD.

Hiezu 2 Blatt Zeichnungen
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