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HOCHMOLEKULARE UND NIEDERMOLEKULARE FRAKTIONEN DES VON WILLEBRAND-

FAKTORS

Die vorliegende Erfindung bezieht sich auf ein
Verfahren zur Trennung von VWF in hochmolekularen vWF
und niedermolekularen VWF, das dadurch gekennzeichnet
ist, dass man den vVWF an einem Affinitatstrager bindet und
dann bei unterschiedlichen Salzkonzentrationen eluiert.

Fig. 1
SDS-Agaroseelektrophorese
Affinitatschromatoprapje von rekombinantem von Willebrand

der Fraktionen der

Faktor an immbobilisiertem Heparin

Spur a: Ausgangsmaterial an vWF
Spur b: Eluat mit 160 mM NaCl
Spur C: Eluat mit 270 mM NaCl
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Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Auftrennung von von Willebrand-Faktor in eine
hochmolekulare und niedermolekulare Fraktion.

Weiterhin bezieht sich die Erfindung auf eine niedermolekulare Fraktion von von Willebrand-
Faktor (VWF) Molekilen, eine hochmolekulare Fraktion von von Willebrand-Faktor Molekilen,
sowie eine Mischung aus vWF-Molekulen der niedermolekularen und hochmolekularen Fraktion.

Dem von Willebrand-Faktor kommen in der normal ablaufenden Blutgerinnung direkte und
indirekte Aufgaben zu. Er bindet in einem Komplex an den Faktor VIII. Dieser Komplex dient zur
Stabilisierung des Faktors VIIl. Dieser stabilisierte Faktor VIlI hat dann wesentliche
Cofaktorfunktion bei der Aktivierung von Faktor X. Der von Willebrand-Faktor greift aber auch
direkt in die Blutgerinnung ein, indem er die Plattchenaggregation an verletzten Gefdssen
vermittelt.

im Plasma zirkuliert der vWF in einer Konzentration von 5-10 mg/l in Form eines nicht-
kovalenten Komplexes mit dem Faktor VII. Der vWF ist ein Glycoprotein, welches in
verschiedenen Zellen des menschlichen Korpers gebildet und spater in die Zirkulation freigesetzt
wird. Dabei wird in den Zellen ausgehend von einer Polypeptidkette mit einem Molekulargewicht
von ca. 220000 (vWF-Monomer) durch Ausbildung von mehreren Schwefelbriicken ein vVWF-Dimer
(priméres vWF-Dimer) mit einem Molekulargewicht von ca. 550000 gebildet. Aus den VWF-
Dimeren werden dann durch Verknipfung weitere Polymere des vWF mit immer hoéheren
Molekulargewichten bis zu ca. 20 Millionen hergestelit.

Es gibt mehrere Krankheitsbilder, die auf Unter- oder Uberproduktion des von Willebrand-
Faktors zurtickzufuhren sind. So fuhrt zum Beispiel eine Uberproduktion von VWF zur vermehrten
Neigung von Thrombosen, wohingegen eine Unter Versorgung mit vWF eine vermehrte
Blutungsneigung oder verlangerte Blutungszeit zur Folge hat.

Das von Willebrand-Syndrom kann sich in mehreren Erscheinungsformen manifestieren. Alle
Formen zeichnen sich durch eine verlangerte Blutungszeit aus, die entweder durch absolutes
Fehlen eines funktionellen VvWF oder durch ein abnormes Spektrum in der
Multimerenzusammensetzung des vVWF begriindet ist. Dabei wurden sowohl Formen der von
Willebrand Disease diagnostiziert, bei denen die Multimerenbildung reduziert ist, als auch Formen,
bei denen die niedermolekularen vVWF-Molekule kaum vorhanden sind. Andere Formen wiederum
zeigen zwar hoch- und niedermolekulare vVWF-Molekule, ihre Konzentration beziehungsweise ihr
Verhaltnis zueinander ist aber gegenuber einer gesunden Person drastisch verringert
beziehungsweise verandert.

Der Mangel an VWF kann auch eine Hamophilie A hervorrufen, da der vWF, wie oben erwahnt,
ein wesentlicher Bestandteil des funktionellen Faktors VIl ist. In diesen Fallen ist die Halbwertszeit
des Faktors VIII derart verringert, dass er seine speziellen Funktionen in der
Blutgerinnungskaskade nicht wahrnehmen kann.

Sowohl alle Erscheinungsformen des von Willebrand-Syndroms als auch die auf den Mangel
an VWF zurckzufiihrende Form der Hamophilie A wurden bisher durch Ersatz des fehlenden vWF
durch intravensse Infusionen mit Konzentraten aus Blutplasma, die entweder vWF-Faktor VIIiI-
Komplex oder angereicherten VWF enthalten, behandelt. In beiden Krankheitsfallen ist zwar
einerseits die Gabe von Faktor VIII nicht notwendig, die préparative Abtrennung des vWF von
Faktor VIil aber technisch sehr schwierig bis unméglich.

Um die genaue Funktion der hochmolekularen vWF-Molekille einerseits und der
niedermolekularen vVWF-Moleklle andererseits zu eruieren, suchte man Wege, diese Fraktionen in
angereicherter Form zu gewinnen. Wagner D.D. et (J. Cell Biol. 101, Seiten 112-120, 1985)
verhindern durch Zugabe von Monensin in vitro die Multimerenbildung und schliessen aus
verschiedenen Versuchen, dass die niedermolekulare Form des vWF nicht funktionell ist.
Dahingegen kdnnen Senogles S.E. et al (J. Biol. Chem. 258, Seiten 12327-12333, 1983) keine
Funktionsunterschiede in der Ristocitin vermittelten Plattchenaggregation bei hochmolekularen und
niedermolekularen Formen des vWF finden. Sie erhalten die niedermolekularen Formen durch
Reduktion der Schwefelbriicken von hochmolekularen vWF-Molekilen. Aihara M. et al (Tohoku J.
exp. Med. 153, Seiten 169-177, 1985) beobachten eine geringere Bindungsfahigkeit der vVWF-
Molekile von Patienten mit Willebrand-Syndrom der Type lla an Collagen in einer
Affinitatschromatographie. Diese Art des von Willebrand-Syndroms ist durch das Fehlen der
hochmolekularen Molekule des VWF charakterisiert.
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Im Artikel von Barnouf-Radosevich et al. (Vox Sang. 62 (1992) Seiten 1-11) wird eine
Produktion von hochgereinigtem vWF in groRem MaRstab durch ein Chromatographieverfahren in
drei Schritten beschrieben. Das Ziel dieser Produktion ist die Herstellung eines Plasma-vWF-
Konzentrats, das ausschlieRlich bei der Behandlung von von Wiliebrand Disease eingesetzt wird.
Es wird unter anderem eine Affinitatschromatographie eingesetzt, jedoch lediglich zum Ziel der
Reinigung von vWF. Der Erhalt von bestimmten vWF-MultimergréRen wird nicht beeinflusst,
sondern es wird beschrieben, dass im Eluat der Affinitdtschromatographie 79 % hochmolekulares
vWF enthalten ist.

In der Literatur gibt es zahlreiche Verfahren, die eine analytische Trennung von
hochmolekularen und niedermolekularen Formen des von Willebrand-Faktors beschreiben, um
Aussagen Uber das Mengenverhaltnis der beiden Formen zuzulassen. Als Beispiel sei hier eine
Publikation von Bailod et al in Thrombosis Res. 66,: 745, Seiten 745-755, 1992 genannt. Ein
praparatives Verfahren zur Trennung von niedermolekularen und hochmolekularen Formen wurde
bisher jedoch nicht beschrieben.

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, ein praparatives Verfahren zur Auftrennung von von
Willebrand-Faktor (vVWF) in eine hochmolekulare und niedermolekulare Fraktion von von
Willebrand-Faktor zu entwickeln.

Diese Aufgabe wird geldst durch ein Verfahren zur Trennung von vWF, insbesondere von
rekombinantem von Willebrand-Faktor, in hochmolekularen vWF und niedermolekularen vWF, das
dadurch gekennzeichnet ist, dass man den vWF an einem Affinitatstrager bindet und dann bei
unterschiedlichen Salzkonzentrationen eluiert. Bevorzugte Ausfuhrungsformen sind in den
Unteransprichen 2 bis 11 beschrieben.

Bei einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung wird die
Trennung in einem Ca”-freien Puffersystem durchgefuhrt. Auf diese Weise lassen sich
hochmolekulare vVWF-Fraktionen oder hochmolekulare wWF-Fraktionen, die eine besonders hohe
physiologische Aktivitat besitzen, mit guten Ausbeuten erhalten.

Weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist eine niedermolekulare Fraktion von vWF-
Molekilen, die Dimere und Tetramere enthélt, wobei die Dimere und Tetramere aus identischen
vWF-Untereinheiten bestehen. Des weiteren betrifft die Erfindung eine niedermolekulare Fraktion
von VWF-Molekiilen, die nach einem Verfahren geméss einem der Anspriche 1 bis 11 erhaitlich
ist.

Bevorzugte Ausfihrungsformen sind in den Unteranspruchen 14 bis 18 beschrieben.

Die vorliegende Erfindung bezieht sich auch auf eine hochmolekulare Fraktion von vWF-
Molekilen, die eine um mindestens 50%, vorzugsweise 60 % verbesserte Aktivitat pro ug Protein
in der Plattchenaggregation aufweist, verglichen mit der physiologischen Mischung von
hochmolekularen und niedermolekularen vWF-Molekiilen. Des weiteren umfasst die Erfindung eine
hochmolekulare Fraktion von vWF-Molekiilen erhaitiich nach einem Verfahren gemass einem der
Anspriche 1 bis 11. Die Aktivitat pro pg Protein kann erfindungsgemass noch weiter gesteigert
werden. '

Bevorzugte Ausfiuhrungsformen der hochmolekularen Fraktion sind in den Unteranspriichen 21
und 22 beschrieben. )

Weiterhin bezieht sich die Erfindung auf eine Mischung aus der niedermolekularen Fraktion
von VWF-Molekilen geméass einem der Anspriche 12 bis 18 und der hochmolekularen Fraktion
von VWF-Molekillen gemass einem der Anspriche 19 bis 22 in einem beliebigen
Mischungsverhaltnis. B

Die Erfindung betrifft auch die Verwendung der niedermolekularen Fraktion von vWF-
Molekulen oder der hochmolekularen Fraktion von vWF-Molekulen oder einer Mischung davon in
einem beliebigen Mischungsverhéltnis zur Behandlung von Hamophilie A oder verschiedener
Formen der von Willebrand Disease.

Es war im Hinblick auf den Stand der Technik nicht vorhersehbar, dass die nach einem
praparativen Trennungsverfahren erhéltlichen Fraktionen bzw. deren Mischung zur Behandiung
der genannten Krankheiten geeignet sind.

Gegenstand der Erfindung ist auch eine pharmazeutische Zusammensetzung, die die
niedermolekulare Fraktion von vWF-Molekilen oder die hochmolekulare Fraktion von vWF-
Molekulen oder eine Mischung davon in einem beliebigen Mischungsverhéltnis in einem
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physiologisch annehmbaren Trager enthalt.

Eine bevorzugte Ausfihrungsform davon ist im Unteranspruch 26 beschrieben.

Das erfindungsgemasse Verfahren eignet sich in gleicher Weise fur plasmatischen wie auch
rekombinanten VWF (rvWF). Ausgangsmaterial zur Trennung der hoch- und niedermolekutaren
Fraktionen ist entweder eine VWF angereicherte Plasmafraktion oder ein zellfreies Kulturmedium
nach Fermentation tierischer Zellen, aus dem rekombinanter VWF isoliert und vorgereinigt wurde.

Der fur die Trennung verwendete VWF kann mit Hilfe jedes bekannten Verfahrens vorgereinigt
werden.

Gemass dem erfindungsgemassen Verfahren zur Trennung von vVWF und insbesondere vWF
in hochmolekulare und niedermolekulare Fraktionen wird der vVWF an einem Affinitatstrager
gebunden und dann bei unterschiedlichen Salzkonzentrationen eluiert.

Fur die Erzielung besonders hoher Ausbeuten wird die Trennung in einem Ca*'-freien
Puffersystem durchgefuhrt.

Die niedermolekularen VWF-Fraktionen lassen sich bei einer geringeren Salzkonzentration als
die hochmolekularen vWF-Fraktionen eluieren.

Fir die Elution sind Iésliche ein- und zweiwertige Salze verwendbar. Vorzugsweise wird NaCl
verwendet. Calciumsalze sind fur die Elution nicht geeignet.

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform wird der vWF bei einer Salzkonzentration von < 150 mM
an den Affinitatstrager gebunden. Bei einer Salzkonzentration zwischen 150 und 250 mM, und
insbesondere bei 160 mM, werden dann die niedermolekularen Aggregate des vWFs eluiert, und
danach bei einer Salzkonzentration von > 250 mM und insbesondere bei > 270 mM die
hochmolekularen Aggregate eluiert.

Bevorzugt wird NaCl als Salz verwendet. Calciumsalze sind nicht geeignet.

Das erfindungsgemasse  Verfahren  wird  vorzugsweise an  einer  Heparin-
Affinitatschromatographie-Séaule durchgefihrt. Fur die Affinitatschromatographie kann jeder Trager,
an dem Heparin gebunden werden kann, verwendet werden. Als gut geeignet erwiesen sich zum
Beispiel AF-Heparin-ToyopearI® (ein synthetisches, grosspori%es, hydrophiles Polymer auf der
Basis von Methacrylat (Tosohaas), Heparin EMD-Fraktogel” (ein synthetisches, hydrophiles
Polymer auf der Basis von Ethylenglykol, Methacrylat und Dimethylacrylat) (Merck) oder Heparin
Sepharose Fast Flow® (modifizierte Dextran- bzw. Agarosederivate) (Pharmacia).

Die Affinitatschromatographie wird vorzugsweise in einem pH-Bereich von 6,0 bis 8,5, und
insbesondere bei einem pH-Wert von 7,4, durchgeflhrt.

Im erfindungsgemassen Verfahren wird als Puffersystem eine Pufferlésung bestehend aus
Puffersubstanzen, insbesondere Tris/HCI-Puffer, Phosphatpuffer oder Citratpuffer, und
gegebenenfalls Salz verwendet, die vorzugsweise frei von Stabilisatoren, Aminosauren und
anderen Zusatzen ist. Es hat sich gezeigt, dass bei einer mit EDTA behandelten vWF-Losung in
einem Ca®'-freien Puffersystem eine besonders gute Trennung von niedermolekularen und
hochmolekularen vWF-Proteinaggregaten erzielt werden kann. Auf diese Weise lassen sich
deshalb auch die hochmolekularen vWF-Fraktionen oder hochmolekularen rvWF-Fraktionen,
denen eine besonders hohe physiologische Aktivitat zukommt, mit guten Ausbeuten erhalten.

Bei dem erfindungsgemassen Verfahren wird vorzugsweise ein rekombinantes vWF-
Konzentrat aus zellfreien Kulturiberstéanden transformierter Zellen eingesetzt.

Nach dem erfindungsgemassen Verfahren zur Trennung von vWF in hochmolekulare und
niedermolekulare Fraktionen lassen sich auf effiziente und einfache Weise niedermolekularer und
hochmolekularer vWF erhalten. Nach diesem Trennverfahren lasst sich deshalb die physiologisch
besonders aktive und somit zur Behandiung von Hamophilie A und verschiedener Formen der von
Willebrand Disease hervorragend geeignete hochmolekulare oder niedermolekulare Fraktion von
VvWF mit guten Ausbeuten herstellen.

Der fiir die Trennung eingesetzte VWF kann mit Hilfe jedes bekannten Verfahrens vorgereinigt
werden.

Besonders bevorzugt ist der gereinigte von Willebrand-Faktor nach einem Verfahren erhailtlich,
welches die Stufen umfasst, dass man plasmatischen von Willebrand-Faktor durch eine
Anionenaustauschchromatographie an einem Anionenaustauscher vom quaterndren Aminotyp und
eine Affinitatschromatographie an immobilisietem Heparin in einer Pufferldsung bestehend aus
Puffersubstanzen und ggf. Salz chromatographisch reinigt.
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In einer weiteren bevorzugten Ausfluhrungsform ist der gereinigte von Willebrand-Faktor nach
einem Verfahren erhaltlich, welches die Stufen umfasst, dass man rekombinanten von Willebrand-
Faktor durch eine Anionenaustauschchromatographie an einem Anionenaustauscher vom
quaternaren Aminotyp und eine Affinitatschromatographie an immobilisiertem Heparin in einer
Pufferidsung bestehend aus Puffersubstanzen und ggf. Kochsalz chromatographisch reinigt.

Besonders bevorzugt ist der gereinigte von Willebrand-Faktor nach einem Verfahren erhaltlich,
bei dem ein 'vWF-Konzentrat aus zellfreien Kuituribersténden transformierter Zellen gereinigt wird.

Als Pufferlssung wird bei der Reinigung von VvWF bevorzugt ein von Stabilisatoren,
Aminosauren und anderen Zusatzen freies Puffersystem verwendet.

Bevorzugt wird die Anionenaustauschchromatographie und/oder die Affinitatschromatographie
in einem pH-Bereich von 6,0 bis 8,5, und bevorzugter bei einem pH-Wert von 7,4, durchgefahrt.

Der bei der Anionenaustauschchromatographie an den Anionenaustauscher und bei der
Affinitdtschromatographie an immobilisiertes Heparin gebundene von Willebrand-Faktor kann
durch Erhéhung der Salzkonzentration eluiert werden. Bevorzugt ist der quaternare
Anionenaustauscher ein Fraktogel® (Anionenaustauscher auf Basis von Copolymeren) mit
Tentakelstruktur, insbesondere ein EMD-TMAE-Fraktogel.

Bei dem Reinigungsverfahren wird insbesondere der VWF an den Anionenaustauscher bei
einer Salzkonzentration von < 270 mM NaCl gebunden, und bei einer Salzkonzentration > 270 mM
NaCl, und vorzugsweise > 280 mM NaCl eluiert.

Die Affinitdtschromatographie wird bei der Reinigung des VWF vorzugsweise an einem Trager
mit daran gebundenem Heparin durchgefuhrt, wobei sich bevorzugt ein synthetisches A
groporiges, hydrophiles Polymer auf der Basis von Methacrylat (AF-Heparin-Toyopearl
(Tosohaas) ein synthetisches, hydrophiles Polymer auf der Basis von Methacrylat (Heparin EMD-
Fraktogel (Merck)) und modifizierte Dextran - bzw. Agarosederivate (Heparin Sepharose Fast
Flow® (Pharmacia)) gleichermassen eignen.

In einer besonderen Ausfiihrungsform ist der gereinigte von Willebrand-Faktor nach einem
Verfahren erhaltlich, bei dem der in der Anionenaustauschchromatographie vorgereinigte VWF an
das immobilisierte Heparin bei einer Salzkonzentration < 150 mM NaCl bindet und bei einer
Salzkonzentration > 150 mM NaCl, vorzugsweise bei 200 bis 300 mM NaCl, bevorzugter 160 bis
270 mM NaCl eluiert wird.

Es ist von Vorteil, als Ausgangsmaterial zur Trennung von hochmolekularem und
niedermolekularem VWF bereits gereinigte Konzentrate heranzuziehen. Das chromatographische
Trennungsverfahren bewirkt noch zusatzlich einen weiteren Reinigungseffekt.

Die nach dem erfindungsgemassen Trennungsverfahren erhaltenen hochmolekularen und
niedermolekularen Fraktionen sowie Mischungen der beiden Fraktionen in jedem
Mischungsverhaltnis sind physiologisch aktiv und kénnen fir therapeutische Zwecke eingesetzt
werden.

Die niedermolekulare Fraktion an vWF-Molekulen ist dadurch gekennzeichnet, dass sie
vorwiegend Dimere und Tetramere enthalt, die aus identischen vWF-Untereinheiten bestehen.

In der niedermolekularen Fraktion ist der Anteil, an Dimeren und Tetrameren hoher als in der
physiologischen Zusammensetzung des VWF, d.h. dass sie mindestens 50% Dimere und
Tetramere enthait.

Es wurde uberraschenderweise gefunden, dass niedermolekulare Fraktionen von
rekombinantem aus identischen VvWF-Untereinheiten bestehen, wogegen Fraktionen von
plasmatischem vWF aus einer Mischung von Dimeren oder Tetrameren m|t unterschiedlichen
Untereinheiten bestehen.

Die niedermolekulare Fraktion an vWF-MoIekuIen ist nach einem Verfahren gemass einem der
Anspriche 1 bis 11 erhaltlich.

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform enthalt die niedermolekulare Fraktion von vWF-
Molekilen mindestens 83 % Dimere und maximal 16 % Tetramere und maximal 1 % hd&here
Polymere. Die niedermolekulare Fraktion ist frei von Plattchen aggregierender Wirkung, bindet
Faktor VIlI, tragt zur Stabilisierung von Faktor VIII bei und beeinflusst die Lagerstabilitat von Faktor
VIII positiv.

Die niedermolekulare Fraktion von vWF-Molekilen besteht vorzugsweise aus rekombinanten
vWF.
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Die hochmolekulare Fraktion von vWF-Molekulen, weist eine um mindestens 50 %,
vorzugsweise mindestens 60 % verbesserte Aktivitat pro pug Protein in der Plattchenaggregation
verglichen mit der physiologischen Mischung von hochmolekularen und niedermolekularen VWF-
Molekilen auf. )

Die hochmolekulare Fraktion von vVWF-Molekdlen ist nach einem Verfahren geméass einem der
Anspriche 1 bis 11 erhaltlich. _

Uberaschenderweise wurde gefunden, dass die hochmolekulare Fraktion von rekombinantem
VvWF Multimere enthalt, die aus identischen vVWF-Untereinheiten bestehen, wogegen Fraktionen
von plasmatischem vWF aus einer Mischung von Multimeren mit unterschiedlichen Untereinheiten
bestehen.

Die hochmolekulare Fraktion von vVWF-Molekilen besteht vorzugsweise aus rekombinanten
VvWF.

Uberraschenderweise wurde gefunden, dass sowohl die niedermolekulare als auch die
hochmolekulare Fraktion von rekombinantem vVWF eine potentiell héhere Bindungskapazitat an
Faktor VIII im Vergleich zu entsprechenden Fraktionen des plasmatischen VWF besitzt. Die
Fraktionen des rekombinanten vVWF binden daher Faktor VIII effizienter als die plasmatischen
Fraktionen.

Die unterschiedliche Verwendung der hochmolekularen bzw. der niedermolekularen Fraktion
ergibt sich aus ihrer physiologischen Aktivitat. Die Moglichkeit der Herstellung von gezielten
Mischungen der beiden Fraktionen erlaubt die Behandlung von speziellen medizinischen
indikationen.

Weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist somit die Verwendung der
niedermolekularen Fraktion von vWF-Molekilen oder der hochmolekularen Fraktion von vWF-
Molekiilen oder einer Mischung davon zur Behandlung von Hamophilie A oder verschiedener
Formen der von Willebrand Disease.

Insbesondere sei darauf hingewiesen, dass bei Verwendung eines rekombinanten vWF in dem
erfindungsgemassen Trennungsverfahren die Endprodukte (hochmolekulare und niedermolekulare
Fraktion, sowie Mischungen der beiden Fraktionen in jedem Mischungsverhaitnis, wobei der Anteil
an niedermolekularem VWF geringer als 35% oder hoher als 45% ist) frei von Plasmaproteinen und
frei von Faktor VIII sowie frei von pathogenen Viren sind. Dieses kann bei der Herstellung von
pharmazeutischen Produkten, wie sie oben genannt sind, fir bestimmte medizinische Indikationen
von groRem Vorteil sein. L

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist auch eine pharmazeutische Zusammensetzung, die
die niedermolekulare Fraktion von vWF-Molekiilen oder die hochmolekulare Fraktion von vWF-
Molekulen oder eine Mischung davon in einem beliebigen Mischungsverhaitnis, wobei der Anteil an
niedermolekularem VWF geringer als 35% und hoher als 45% ist, in einem physiologisch
annehmbaren Trager enthalt.

Vorzugsweise enthalt die pharmazeutische Zusammensetzung Faktor VI oder funktionelle
Deletionsmutante(n) von Faktor VIII, wobei die vWF-Molekule der hochmolekularen Fraktion oder
der niedermolekularen Fraktion oder der Mischung davon Faktor VIII oder funktionelle
Deletionsmutante(n) von Faktor VIII stabilisieren.

Zur Herstellung pharmazeutischer Praparationen werden die jeweiligen Fraktionen oder deren
Mischungen vorzugsweise aufkonzentriert und das Konzentrat weiter verarbeitet.

Die Herstellung der pharmazeutischen Zusammensetzungen kann auf an sich bekannte und
ubliche Weise erfolgen. Vorzugsweise werden die Produkte (niedermolekulare und hochmolekulare
Fraktionen sowie jede mogliche Mischung davon) oder die diese enthaltenden Konzentrate mit
einem geeigneten physiologisch vertraglichen Trager vermischt. Als Tréger dient vorzugsweise
eine physiologische Kochsalzlésung.

Die pharmazeutischen Zusammensetzungen kénnen in einer zur Behandlung von Hamophilie
A und verschiedener Formen der von Willebrand Disease ublichen und gebrduchlichen
Darreichungsform vorliegen; vorzugsweise liegen sie in Form eines zur Infusion geeigneten
Praparates vor. e

In den folgenden Beispielen wird die Erfindung n&her erlautert, ohne sie darauf zu
beschranken. o

In Beispiel 1 wird die erfindungsgemasse Trennung von hochmolekularen und
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niedermolekularen VWF-Polymeren mittels Heparin-Affinitatschromatographie gezeigt.

Beispiel 1: Trennung von hoch- und niedermolekularen Formen des von Willebrand-Faktors

Rekombinanter von Willebrand-Faktor (vWF) in 20 mM Tris-HCI

Puffer (Tris-Puffer), pH 7,4, wurde auf eine Glassaule, welche mit AF Heparin Toyopearl®
(Firma Tosohaas) gefulit war, mit einer Fliessgeschwindigkeit von 1 mi/min/cm? aufgetragen. Die
Saule wurde zuerst mit Tris-Puffer gespiilt, um unspezifisch gebundene Proteine zu entfernen.
Dann wurde die Saule mit 160 mM NaCl in Tris-Puffer und nachfolgend mit 270 mM NaCl in Tris-
Puffer eluiert. Wahrend der Chromatographie wurde die Proteinabsorbtion in Ublicher Weise bei
280 nm verfolgt. Nach der Chromatographie wurde die Proteinkonzentration mittels der Bradford
Methode (M. Bradford, Anal. Biochem. 72:248-254, 1976) bestimmt. Der Gehalt an vWF wurde
mittels eines handelstblichen ELISA Systems (Boehringer Mannheim) bestimmt. Die Verteilung
der Multimerenstrukturen des rekombinanten von Willebrand-Faktors in den einzelnen
Reinigungsfraktionen wurde durch SDS-Agarosegelelektrophorese in Ublicher Weise untersucht
und durch Densitometrie quantitativ ausgewertet. Die Fahigkeit zur Ristocetin vermitteiten
Blutplattchenaggregation wurde mittels eines handelstblichen Testsystems (von Willebrand
Reagens, Behring Werke) untersucht.

Figur 1 zeigt das Multimerenspektrum der einzelnen erhaltenen Fraktionen. Bei einer
Salzkonzentration von 160 mM NaCl wurde wWF mit niedrigem Molekulargewicht, vorwiegend
vom Typ priméares Dimer, eluiert. Demgegentiber wurde bei einer Salzkonzentration von 270 mM
NaCl vWF mit hohem Molekulargewicht eluiert.

Figur 2 zeigt eine densitometrische Auswertung der Verteilung der Multimeren des bei 160 mM
NaCl erhaltenen rekombinanten von Willebrand-Faktors. Diese Auswertung ergab, dass das so
erhaltene rvWF-Polymergemisch zu 84,4 % aus dem priméaren Dimeren (Molekulargewicht ca.
440000) und zu 14,9 % aus dem Tetrameren (Molekulargewicht ca. 880000) besteht.

Eine in Figur 3 gezeigte densitometrische Auswertung der vWF-Fraktion, die durch Elution mit
270 mM NaCl erhalten wurde, ergab, dass das so erhaltene vWF-Polymergemisch aus einer
Kaskade von immer héhermolekularen Polymeren besteht.

in Tabelle 1 sind die Ergebnisse der Chromatographie und erste Funktionsanalysen der vWF
Fraktionen zusammengestellt. Aus den Ergebnissen geht hervor, dass nahezu der gesamte rvWF
an den Trager gebunden wurde. Das mit 160 mM NaCl eluierte rvWF-Polymergemisch
(niedermolekular) zeigte keine Fahigkeit zur Agglutination von Blutplattchen. Die bei 270 mM NaCl
erhaltene Fraktion (hochmolekular) besass eine hohe Aktivitat in Bezug auf Plattchen-Aggregation.
Gegentber dem Ausgangsmaterial wurde dabei durch die Abtrennung der nicht aggregierenden,
niedermolekularen rvWF Formen die spezifische Aktivitat in Bezug auf die Agglutination um 63 %
gesteigert.

Durch die im Beispiel 1 beschriebene Chromatographie des WWF am Affinitatstrager wurde
gleichzeitig die Reinheit des 'WWF wesentlich erhoht. vWF der 160 mM NaCl-Fraktion zeigte eine
doppelte, und rWF der 270 mM NaCl Fraktion eine 6 fach hohere Reinheit im Vergleich zum
Ausgangsmaterial.
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Beispiel 2: Bindung von rekombinantem von Willebrand-Faktor an Faktor VIl

Die nachfolgenden Untersuchungen wurden in ELISA-Mikrotitrationsplatten durchgefuhrt, die
mit anti VWF Immunglobulin (Asserachrom vWF, Boehringer Mannheim) beschichtet waren. Durch
1-stiindige Inkubation bei Raumtemperatur mit 200 pl 50 mM Tris-HCI pH 7,4, 150 mM NaCl, 0,5 %
Albumin, 0,1 % Tween 20 (TBS-Puffer), der 100 ng/ml vWF AG enthielt, wurden jeweils 5 ng vVWF
an die Reaktionsgefasse gekoppelt. Es wurden folgende vWF Proben verwendet: Humaner vWF
(Diagnostika Stago), WWF (Ausgangsmaterial aus Beispiel 1), niedermolekularer vWF (160 mM
NaCl! Elutions-Fraktion aus Beispiel 1), hochmolekularer vWF (270 mM NaCl Elutions-Fraktion aus
Beispiel 1). Die Mikrofitrationsplatten wurden anschliessend 3 mal fir 3 Minuten mit TBS
gewaschen, und anschliessend wurde jedes Reaktionsgefass mit 25 pl rekombinantem Faktor VIII
(Miles) in TBS uberschichtet und 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Die Konzentration des
Faktor VIl wurde im Bereich von 100 mU/ml bis 7,12 mU/ml variiert. Danach wurden die
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Reaktionsgefass 3 mal fur 3 Minuten mit jeweils 200 pl TBS gewaschen. Anschliessend wurde
die durch den immobilisierten VWF gebundene Menge an Faktor VIII mittels eines kauflichen
Testsystems (Chromogenix Coatest VIII:C/4) bestimmt.

Figur 4 zeigt die Bindung von Faktor VIII an den von Willebrand-Faktor in Abhangigkeit von der
angebotenen Faktor VIIl Menge. Die Ergebnisse zeigen, dass alle untersuchten VWF Fraktionen
den Faktor VIII in einer konzentrationsabh&ngigen Weise binden, wobei rWWF verglichen mit
humanem vWF eine annahernd identische Faktor VIl Bindung zeigte. vWF der 270 mM NaCl
Fraktion aus Beispiel 1 zeigte eine erhdhte Bindung von Faktor VIII, vWF aus der 160 mM NaCl
Fraktion eine geringfugig niedrigere Bindung von Faktor VIII.

Beispiel 3: Stabilisierung von rekombinantem Faktor VIl durch rekombinanten von Willebrand-
Faktor.

Faktor VIII wird physiologisch im menschlichen Kérper durch den von Willebrand-Faktor
gebunden und ist in dieser Form stabil. Demgegenuber wird ungebundener Faktor VIII in wenigen
Minuten proteolytisch inaktiviert.

Unterschiedliche Fraktionen von rekombinantem von Willebrand-Faktor, erhalten nach der
Methode aus Beispiel 1, wurden transformierten SK-Hep (humane Leber-Adenocarcinom-Zellinie)
Zellen in Zellkultur zugesetzt, die Faktor VIII sezernieren. Nach 24 Stunden wurden in den
Zellkultur-Uberstanden die Aktivitaten von rekombinantem Faktor VIII mittels eines kauflichen
Testsystems (Chromogenix Coatest VIII:C/4) bestimmt. Tabelle 2 stellt die Ergebnisse zusammen.

Aus den Ergebnissen ist ersichtlich, dass durch die Zugabe von rWF zu den Zellen nach 24
Stunden eine wesentlich hohere Konzentration an Faktor VIII vorhanden war. Sowohl die
hochmolekulare VWF Fraktion als auch die niedermolekulare vWF Fraktion binden und stabilisieren
den Faktor VIII, wobei die hochmolekulare Fraktion eine bessere Fahigkeit zur Stabilisierung von
Faktor VIII hat als die niedermolekulare Fraktion.

Diese Daten zeigen ausserdem, dass durch Zugabe von von Willebrand-Faktor auch
rekombinant hergestellter Faktor VIII stabilisiert werden kann.

Tabelle 2:
Probe Faktor VIl Aktivitat nach 24 Stunden
15 pg/mi U/mi
Kontrolle 0,5
rvWF Ausgang 1,8
rvWF-160 mM NaCl Eluat 0,8
rvWF-270 mM NaCl Eluat 2,4

Beispiel 4: Stabilisierung von Faktor VIl durch rekombinanten von Willebrand-Faktor

Gemische aus Faktor VIII  und rekombinantem von Willebrand-Faktor aus
Zellkulturiberstanden, wie sie im Beispiel 3 erhalten wurden, wurden bei -20°C eingefroren und fur
6 Tage bei -20°C aufbewahrt. Danach wurde wiederum die Aktivitat an Faktor Vill bestimmt.
Tabelle 3 fasst die Ergebnisse zusammen.

Aus den Ergebnissen ist ersichtlich, dass alle getesteten VWF Fraktionen die Lagerstabilitat
des Faktors VIl um mehr als das 2,5fache erhhen. Dieses lasst auch bei der niedermolekularen
Fraktion auf eine starke Bindung des vWF-Faktor VIIl Komplexes schliessen.

Tabelle 3:
Probe Faktor VIII Aktivitat (mU/ml)
15 pug/ml t=0 t=6 Tage %Verlust
Kontrolle 500 150 70
rvWF Ausgang 1800 1300 28
vWF-160 mM NaCl Eluat 800 600 25
nvWF-270 mM NaCl Eluat 2400 1800 25
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Beispiel 5: Reinigung von vWF aus Kulturiberstanden durch
Anionenaustauschchromatographie

Rekombinanter VWF wurde gemass Gblicher Verfahren nach Infektion von Vero Zellen (Affen-
Nierenzellen) mit Vaccinia-Virus in Zellkulturtechnik gewonnen. Vero/Vaccinia Expressionssysteme
und Zellkulturbedingungen werden in F.G. Falkner et al., Thrombosis and Haemostasis 68 (1992)
119-124, N. Barrett et al., AIDS Res. 5 (1989) 159-171 und F. Dorner et al, AIDS Vaccine
Research and Clinical Trials, Marcel Dekker, Inc, New York (1990) ausfuhrlich beschrieben. Die
Expression von wWF erfolgte in synthetischem DMEM-Standardmedium (Dulbeccos minimal
essential medium).

Nach der Fermentation der transformierten Zellen wurde das Kulturmedium abgetrennt, und
Zellen und Zellbruchstiicke wurden durch Zentrifugation entfernt. Weitere kleinere Bestandteile,
wie Membranbruchstiicke oder Bakterien, wurden durch Filtration durch Filter mit einer
Porengrésse von 0,4 pm entfernt.

770 mi zelifreier Kulturuiberstand wurde mit einer Fliessgeschwindigkeit von 2 ml/cm2/min Gber
eine Saule (1,6 cm x 5 cm, gefulit mit 10 ml Anionenaustauscher EMD-TMAE-Fraktogel (Merck))
filtriert. Das Gel wurde zuvor mit 20 mM Tris-HCI Puffer (pH 7,4) equilibriert. Anschliessend wurde
die Saule mit 20 mM Tris-HCI Puffer (pH 7,4) gewaschen. Fremdstoffe wurden durch Waschen der
Saule mit 200 mM NaCl enthaltendem Puffer entfernt. Der rvWF wurde dann mit 280 mM NaCl in
20 mM Tris-HCI Puffer (pH 7,4) vom Trager eluiert. Schliesslich wurde mit 1 M NaCl eventuell
vorhandenes Restmaterial von der Saule eluiert. Wahrend der Chromatographie wurde die
Proteinabsorption in ublicher Weise bei 280 nm verfolgt. Nach der Chromatographie wurde die
Proteinkonzentration nach der Bradford Methode (M. Bradford, Anal. Biochem. 72 (1976) 248-254)
bestimmt. Der Gehalt an WWF wurde mittels eines handelsublichen ELISA Systems (Boehringer
Mannheim) bestimmt.

Es wurde gefunden, dass nahezu der gesamte WWF an den Trager gebunden wurde. vWF
wurde durch 0,28 M NaCl vom Anionenaustauscher eluiert. Die Ergebnisse der Reinigung von
rvWF am Anionenaustauscher sind in Tabelle 4 zusammengefasst.

Durch die in diesem Beispiel beschriebene Reinigung wurde der rvWF um das 6-fache
angereichert.

Tabelle 4:

Probe Volumen | Gesamtprotein vWF vWF/
(ml) (ug/ml) (pg/mi) Gesamtprotein

Zellfreier
Kulturtiberstand 770 113 7.9 0,069
Elution mit
200 mM NaCl 95 147 0,0016 0,00001
Elution mit
280 mM NaCl 75 168 61 0,36
Elution mit
1 M NaCl 50 196 6 0,03

Beispiel 6: Reinigung von vWF durch Affinitatschromatographie

Ein nach Beispiel 5 erhaltener rWF wurde zur Verringerung der Salzkonzentration (160 mM
NaCl) mit 20 mM Tris-HCI Puffer (pH 7,4) verdunnt. Anschliessend wurde die Losung durch eine
Saule (1,6 cm x 5 cm, gefullt mit 10 ml AP Heparin Toyopearl 650 (Tosohaas)) mit einer
Fliessgeschwindigkeit von 1 mlicm2/min filtriert. Die Saule war zuvor mit 20 mM Tris-HCI Puffer
(pH 7,4) equilibriert worden. Unspezifisch gebundene Proteine wurden zuerst durch Waschen mit
20 mM Tris-HCI Puffer (pH 7,4) entfernt. vWF wurde durch 270 mM NaCl in 20 mM Tris-HCI Puffer
(pH 7,4) vom Trager eluiert. Schliesslich wurde mit 1 M NaCl Restmaterial von der Saule eluiert.
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Wahrend der Chromatographie wurde die Proteinabsorbtion in ublicher Weise bei 280 nm
verfolgt. Nach der Chromatographie wurde die Proteinkonzentration mittels der Bradford Methode
(M. Bradford, I.c.) bestimmt. Der Gehalt an rvWF wurde mittels eines handelsublichen ELISA
Systems (Boehringer Mannheim) bestimmt.

Es wurde gefunden, dass nahezu der gesamte vWF an den Trager gebunden wurde. Bei der
Elution mit 270 mM NaCl wurde der Grossteil des wWF von der Saule eluiert, wahrend die
Waschung mit 1 M NaCl nur noch Spuren von rWF enthalt. Die Ergebnisse dieses
Reinigungsschrittes sind in Tabelle 5 zusammengefasst. Durch diesen Reinigungsschritt wurde der
Anteil des WWF-Proteins zum Gesamtprotein auf tiber 86 % erhoht.

Mit einer denaturierenden SDS-Proteingelelektrophorese (U.K. Laemmli, Nature 227 (1970)
680-685) und anschliessendem Western-Blot wurde die Fraktion von 270 mM NaCl genauer
untersucht.

Wie in Abb. 5 dargestellt, ergab die denaturierende elektrophoretische Analyse, dass durch die
im Beispiel 5 und 6 beschriebene Reinigung rvWF in hoher Reinheit gewonnen wurde. Im so
gewonnenen Produkt konnten keine anderen Gerinnungsfaktoren, wie z.B. Faktor VI,
nachgewiesen werden.

Tabelle 5:
Probe Volumen | Gesamtprotein rvWF vWF/
(ml) (pug/mi) (pg/mi) Gesamtprotein

rvWF-Konzentrat 225 50 13,9 0,27
Elution mit ]
270 mM NaCl 43 70 60 0,86
Elution mit

1 mM NaCl 32 25 2 0,08

Beispiel 7: Isolierung von plasmatischen undombinantem von Willebrand-Faktor mit
unterschiedlicher Multimerisierung und Charakterisierung der Bindung zu Faktor Vil

Rekombinanter von Willebrand-Faktor (r-vWF), von Willebrand-Faktor aus Humanplasma
(p-vWF) und von Willebrand-Faktor aus Plasma-Kryopréazipitat (k-vWF) wurde durch Kombination
aus Anionen-Austauschchromatographie und Heparin-Affinitatschromatographie gereinigt.

In der Anion-Austauschchromatographie wurde das Ausgangsmaterial  (r-vWF:
Fermentationsuberstand rekombinanter CHO-Zellen; p-vWF: humanes Citratplamsa; k-vWF:
Plasmakryoprazipitat) auf eine Fractogel-EMD-TMAE-Saule (Firma Merck) aufgetragen und vWF
durch Elution mit 20 mM Tris/HCI-Puffer, pH 7,0, 280 mM NaCl, erhalten. Anschliessend wurden
die Praparate durch Zugabe von 20 mM Tris/HCI-Puffer auf eine Salzkonzentration von 90 mM
verdunnt und auf eine Fractogel-EMD-Heparin-Saule (Fa. Merck) aufgetragen. vWF wurde durch
eine stufenweise Elution mit zunehmender Salzkonzentration eluiert. Dabei wurde die NaCl-
Konzentration in 20 mM Tris/HCI-Puffer, pH 7,0, zwischen 120 mM und 280 mM variiert. Auf diese
Weise wurden sowohl fiirr p-vWF, k-vWF und r-vWF Praparate bei 120 mM NaCl, 160 mM NaCl,
190 mM NaCl, 230 mM NaCl und 280 mM NaCl erhalten, die sich in der
Multimerenzusammensetzung voneinander unterscheiden.

Der Gehalt an VWF (VWF-Antigen, VWF:Ag) wurde mittels einem ublichen ELISA-Test
bestimmt (Asserachrom vWF, Boehringer Mannheimy.

Die Bindung von Gerinnungsfaktor VIIl an sowohl p-vWF, k-vWF und r-vWF wurde mittels 'real-
time biospecific interaction analysis', basierend auf Messungen der Oberflachen-Plasmon
Resonanz-Technologie (Malmqgvist M, Natur 1993; 361: 186-187) bestimmt. Dabei wurde das
stéchiometrische Verhaltnis von vWF-Untereinheiten zu gebundenem Faktor Vill bestimmt: Ein
monoklonaler anti-human von Willebrand-Antikérper (AvW82) wurde kovalent an den Sensorchip
CM5 (Pharmacia Biosensor AB) gebunden (O'Shannessy D.J. et al, 1993, Anal. Biochem. 212:
457-468; Karlsson R, 1994, Anal. Biochem. 221: 142-151). Die Messung der Resonanz-Einheiten
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(RU) entspricht dabei der Basislinie (RUg,).

p-vWF, k-vWF und r-vWF wurden in 10 mM HEPES, pH 7,4, 105 mM NaCl, 1 mM CaCl,,
0,05% Surfactant P 20 (HBS-Puffer) zu einer Konzentration von 20 pg/ml gelost. Fur jedes
Experiment wurden 50 pl Proben des vWF dber den Sensorchip aufgetragen, mit einer
Fliessgeschwindigkeit von 5pl/min, um die Bindung von AVW8/2 an den VWF zu erméglichen
(Phase A). Nicht gebundener vWF wird durch Spilen mit HBS-Puffer entfernt (Phase B). p-vWF
und k-vWF wurden zusatzlich mit 20 pl 250 mM CaCl, gewaschen , um Spuren von plasmatischem
Faktor VIl zu entfernen. Die Bindung von VWF an Av8/2 entspricht der vWF-Resonanz-Einheit
(RU,wr). Fur die Analyse der Bindung des Faktors VIli wurden 60 ml rekombinanter FVIII (2,5
pg/ml in HBS-Puffer) tiber den Sensorchip injiziert, bei konstanter Flussrate von 5 yl/ml, um die
Bindung des Faktors VIl an den VWF zu erméglichen (Phase C). Die Messung der
Resonanzeinheiten entsprechen der FVIII-Bindung (RUgyi) . Durch Spdlen mit HBS-Puffer wurde
Faktor VIl wieder vom VWF abdissoziiert (Phase D). Das stdchiometrische Verhaltnis des
Komplexes aus FVIII und vWF-Untereinheit ergibt sich aus den Resonanzeinheiten und den
Molekulargewichten: vVWF (Untereinheit) : FVIII = (RUwr - RUs) / (RUgun -RUywg) X
330,000/220,000 (O'Shannessy D J et al, 1993, Anal. Biochem. 212: 457-468; Karlsson R, 1994,
Anal. Biochem. 221: 142-151).

Fig. 6 zeigt das Sensogramm der Anlagerung von r-Faktor VIl an r-vWF.

Tabelle 6
Bestimmung der Stéchiometrie des VWF-Faktor VIII-Komplexes

Beispiel Stéchiometrie
vWF-Untereinheit : FVIII
r-vWwF 120 mM Eluat 2,251
r-vWF 160 mM Eluat 25 :1
r-vWwF 190 mM Eluat 20 1
r-vWF 230 mM Eluat 20 :1
r-vwWwF 280 mM Eluat 20 1
k-vWF 280 mM Eluat 26 1
P-VWF 280 mM Eluat 3 1

Tabelle 6 zeigt die Stéchiometrie von vWF : Faktor Vill von nieder- und hochmolekularen
Fraktionen von plasmatischem und rekombinantem vWF. Die Daten zeigen, dass sowohl die
niedermolekularen als auch die hochmolekularen Fraktionen von r-vWF eine hohere
Bindungskapazitat zu Faktor VIII aufweisen als p-vWF.

Beispiel 8: Reinigung und Trennung von plasmatischem vWF, vWF aus Kryoprazipitat und
rekombinantem vWF

Plasmatischer vVWF (p-vWF), VWF aus Kryoprazipitat (k-vWF) und rekombinanter vWF (r-vWF)
wurden mittels Heparin-Affinitatschromatographie gereinigt und die niedermolekularen und
hochmolekularen Fraktionen gemass Beispiel 1 getrennt.

Aus Fig. 7 wird erkennbar, dass die einzelnen Fraktionen von p-vWF und k-vWF wesentlich
unscharfere Banden aufweisen als die von r-vWF. Dies wird in Fig. 8 noch wesentlich deutlicher,
wo die aufgetrennten Multimere von p-vWF und r-vWF direkt verglichen wurden. Deutlich sichtbar
sind die scharfen Banden von r-vWF nach Trennung im SDS-Gel, wogegen bei der Auftrennung
von p-vWF eindeutig Zwischenprodukte mit unterschiedlichen Molekulargewichten auftreten. Diese
'Zwischenbanden' sind auf das heterogene Gemisch von verschieden grossen vVWF-Untereinheiten
in den p-vWF-Fraktionen zuriickzufiuhren, die durch Verdau mit im Plasma vorkommender
Protease entstehen. Diese Zwischenprodukte sind in der Literatur als sogenannte Triplet-
Strukturen bekannt. )
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PATENTANSPRUCHE:

Verfahren zur Trennung von vWF in hochmolekularen vWF und niedermolekularen vWEF,
dadurch gekennzeichnet, dass man den VWF an einem Affinitatstréger bindet und dann bei
unterschiedlichen Salzkonzentrationen eluiert.

Verfahren zur Trennung von vWF nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass der zu
trennende VWF in einer an vVWF angereicherten Plasmafraktion vorliegt.

Verfahren zur Trennung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass der zu
trennende VWF rekombinanter vWF ist, der in einem rekombinanten vVWF Konzentrat aus
zellfreien Kulturiberstanden transformierter Zellen vorliegt.

Verfahren zur Trennung von vWF in hochmolekularen vWF und niedermolekularen vWF
nach einem der Anspriche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass man die Trennung in
einem Ca?*-freien Puffersystem vornimmt.

Verfahren zur Trennung von VWF nach einem der Anspriche 1 bis 4, dadurch
gekennzeichnet, dass der Affinitatstrager ein Trager mit daran gebundenem Heparin ist,
wobei sich bevorzugt ein synthetisches, groRporiges, hydrophiles Polymer auf der Basis
von Methacrylat, ein synthetisches, hydrophiles Polymer auf der Basis von Ethylenglykol,
Methacrylat und Dimethylacrylat und modifizierte Dextran- bzw. Agarosederivate
gleichermafien eignen.

Verfahren zur Trennung von vWF nach einem der Anspriche 1 bis 5, dadurch
gekennzeichnet, dass als Puffersystem eine Pufferlosung, bestehend aus Tris/HCI-Puffer,
Phosphatpuffer oder Citratpuffer, und ggf. Kochsalz verwendet wird.

Verfahren zur Trennung von VWF nach einem der Anspriche 1 bis 6, dadurch
gekennzeichnet, dass die Affinitatschromatographie in einem pH-Bereich von 6,0 bis 8,5,
vorzugsweise bei einen pH-Wert von 7,4 durchgefihrt wird.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, dass
niedermolekularer VWF bei einer geringeren Salzkonzentration als hochmolekularer vWF
eluiert wird.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, dass man den
vWF bei einer Salzkonzentration < 150 mM an den Affinitatstrager bindet, bei einer
Salzkonzentration zwischen 150 und 250 mM, vorzugsweise bei 160 mM,
niedermolekulare Aggregate des VWF eluiert, und danach bei einer Salzkonzentration von
> 250 mM, vorzugsweise > 270 mM, hochmolekulare Aggregate des vWF eluiert.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet, dass als Salze
|6sliche ein- und zweiwertige Salze ausgenommen Ca’* verwendet werden.

Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, dass als Salz NaCl verwendet
wird.

Niedermolekulare Fraktion von vWF-Molekilen, dadurch gekennzeichnet, dass sie
mindestens 50 % Dimere und Tetramere enthalt.

Niedermolekulare Fraktion von VWF-Molekilen erhaltlich nach einem Verfahren gemaf
einem der Anspriuche 1 bis 11.

Niedermolekulare Fraktion von vWF-Molekilen nach Anspruch 12 oder 13, die mindestens
83 % Dimere und maximal 16 % Tetramere und maximal 1 % hohere Polymere enthalt.
Niedermolekulare Fraktion von vWF-Molekulen nach einem der Anspriche 12 bis 14, die
frei ist von Plattchen aggregierender Wirkung.

Niedermolekulare Fraktion von VWF-Molekiilen nach einem der Anspruche 12 bis 15, die
Faktor Viil bindet, zur Stabilisierung von Faktor VIII beitragt, und die Lagerstabilitat von
Faktor VIII positiv beeinflusst.

Niedermolekulare Fraktion von vWF-Molekllen nach einem der Ansprche 12 bis 16,
dadurch gekennzeichnet, dass sie aus plasmatischem vWF besteht.

Niedermolekulare Fraktion von vWF-Molekllen nach einem der Anspriche 12 bis 16,
dadurch gekennzeichnet, dass sie aus rekombinantem vWF besteht.

Hochmolekulare Fraktion von vWF-Molekulen, die eine um mindestens 50 %,
vorzugsweise mindestens 60 % verbesserte Aktivitat pro pg Protein in der
Plattchenaggregation aufweist, verglichen mit der physiologischen Mischung von
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hochmolekularen und niedermolekularen vVWF-Moleklen.

Hochmolekulare Fraktion von vWF-Molekillen erhaltich nach einem Verfahren gemaf
einem der Ansprliche 1 bis 11.

Hochmolekulare Fraktion von vWF-Molekilen nach Anspruch 19 oder 20, dadurch
gekennzeichnet, dass sie aus plasmatischem vWF besteht.

Hochmolekulare Fraktion von vWF-Molekilen nach Anspruch 19 oder 20, dadurch
gekennzeichnet, dass sie aus rekombinantem vWF besteht.

Mischung aus der niedermolekularen Fraktion von vWF-Molekilen gemall einem der
Anspriiche 12 bis 18 und der hochmolekularen Fraktion von vWF-Molekulen gemal einem
der Anspriiche 19 bis 22 in einem beliebigen Mischungsverhaltnis, wobei der Anteil an
niedermolekularem vVWF geringer als 35 % oder hther als 45 % ist.

Verwendung der niedermolekularen Fraktion von vWF-Molekilen nach einem der
Anspriiche 12 bis 18 oder der hochmolekularen Fraktion von vWF-Molekulen nach einem
der Anspriiche 19 bis 22 oder einer Mischung davon nach Anspruch 23 zur Behandlung
von Hamophilie A oder verschiedener Formen der von Willebrand Disease.
Pharmazeutische Zusammensetzung, dadurch gekennzeichnet, dass sie die
niedermolekulare Fraktion von vWF-Molekulen nach einem der Anspriche 12 bis 18 oder
die hochmolekulare Fraktion von VWF-Molekilen nach einem der Ansprache 19 bis 22
oder der Mischung davon nach Anspruch 23 in einem physiologisch annehmbaren Trager
enthalt.

Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 25, dadurch gekennzeichnet, dass
sie einen Faktor VIII oder funktionelle Deletionsmutante(n) von Faktor VIII enthalt, wobei
die VWF-Molekule der hochmolekularen Fraktion oder der niedermolekularen Fraktion oder
der Mischung davon Faktor VIII oder funktionelle Deletionsmutante(n) von Faktor VIl
stabilisieren.

HIEZU 8 BLATT ZEICHNUNGEN
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Fig. 1

SDS-Agaroseelektrophorese der Fraktionen der Affinitatschromatographie von rekombinantem
von Willebrand Faktor an immbobilisiertem_Heparin

Spur a Ausgangsmaterial an vWF
Spur b: Eluat mit 160 mM NaCl
Spur c: Eluat mit 270 mM NaCl

Fig. 2
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Densitometrische Darstellung der Multimerenzusammensetzung der vWF-Fraktion erhalten durch
Eluton bei 160 mM NaCl.

1] 1 r

L | i .Pl - A

] i ]
SPUR-NUMMER : 8 SESAMTFLAECHE: 181 497 INCREMENTE
1 = 84.3 % 0.0 g/l 152 978 Inc 2.680 Ext. 20.7 mm
2= 14.3 % 2.2 g/1 27 @75 Inc 0.17 Ext. 26.4 mm
3= Q.47 0.0 g/1 754 Inc 2.01 Ext. 32.8 mm
4 = 0.4 % 0.9 g/l 690 Inc 9.02 Ext. 78.1 mm

Fig. 3
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Densitometrische Darstellung der Multimerenzusammensetzung der vWF-Fraktion erhalten durch
Eluton bei 270 mM NaCl.

L \N\/\/\/\/\m |

SPUR-NUMMER: GESAMTFLAECHE 204 155 INCREMENTE
1 = 41,3 % B4 314 Inc ?.36 Ext. 20.6 mm
2= 22.8 1% 46 @62 Inc D.26 Ext. 25,1 wm
I = 10.8 % 21 SB68 iInc 9.16 Ext. 38.9 mm
4 = 8.2 % 16 643 Inc B.14 Ext. 34.5 mm
S = 5.2 % 19 583 Inc 0.09 Ext. 38.3 mm
6 = 3.0 % 6 @58 Inc @.07 Ext. 41.6 mm
7 = 2.8 % 5 788 Inc 9.06 €xt. $4.8 nm
8 = 1.9 % 3 7Bt Inc 3.05 Ext. 47.5 mnm
9= 1.8 % 3 709 Inc 3.05 Ext. $9.4 mm
10 = 1.3 % 2 7368 Inc 9.93 Ext. 52.8 mm
i1 = 0.4 % 833 Inc 0.91 Ext. S4.8 mm
12 = 0.3 % SS4 Inc 2.01 Ext. S6.9 mm
13 = 8.6 % 1 144 Inc 0.02 Ext. S8.8 mm
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Fig. 4

Bindung von Faktor VIIi and von Willebrand Faktor
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Fig. 6

Analyse der Kinetik der Wechselwirkung von r-vWF und r-Faktor VIiI
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Fig. 7 zeigt die SDS-Agarosegelelektrophorese der Fraktionen nach Trennung der vWF Multimere
von p-vWF (A), k-vWF (B) und r-vWF mit verschiedenem Grad der Polymerisierung.

A B C
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Spur a. VWF vor der Reinigung

Spur b. Eluat mit 280 mM NaCl vom Fractogel EMD-TMAE

Spur c. Eluat mit 120 mM NaCl nach Heparin-Affinitdtschromatographie
Spur d. Eluat mit 160 mM NaCl nach Heparin-Affinitidtschromatographie
Spur e. Eluat mit 190 mM NaCl nach Heparin-Affinitdtschromatographie
Spur f£. Eluat mit 230 mM NaCl nach Heparin-Affinitdtschromatographie
Spur g. Eluat mit 280 mM NaCl nach Heparin-Affinitdtschromatographie
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Fig. 8 SDS-Agarosegelelektrophorese voin"p—\V/WF (a) und r-vWF (b) nach
Affinitatschromatographie und Elution mit 280 mM NaCl.
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