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Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung einer von Willebrand-Faktor (VWF)-Prépa-
ration.

Von Willebrand-Faktor ist ein Glykoprotein, das im Plasma als Serie von Multimeren im
GroRenbereich von etwa 500 bis 20.000 kD zirkuliert. Multimere Formen von vWF bestehen aus
250 kD Polypeptid-Untereinheiten, die durch Disulfidbriicken miteinander verbunden sind. vVWF
vermittelt die anfangliche Thrombozytenadh&sion am Sub-Endothel der beschadigten Gefalwand,
wobei nur die grofleren Multimere auch hamostatische Aktivitat aufweisen. Man nimmt an, dass
Endothelzellen groRe polymere Formen von vWF sekretieren, und dass jene Formen von vWF, die
ein niedriges Molekulargewicht (niedrigmolekularer vVWF) aufweisen, durch proteolytische Spai-
tung entstanden sind. Die Multimere mit groRen Moimassen werden in den Weibel-Pallade-Kérpern
der Endothelzelien gelagert und bei Stimulierung freigesetzt.

VWF wird durch Endothelzellen und Megakaryozyten als pre-pro-vWF synthetisiert, der in
groRem MaR aus wiederholten Domanen besteht. Nach Spaltung des Signalpeptids dimerisiert
pro-vWF durch Disulfidbricken an seinem C-terminalen Bereich. Die Dimere dienen als Protro-
mere fur die Multimerisierung, die von Disulfidbrucken zwischen den Termini mit freiem Ende
gesteuert wird. Der Anordnung zu Multimeren folgt die proteolytische Entfernung des pro-Peptids
(Leyte et al., Biochem. J. 274 (1991), 257-261).

Die gesamte Lange der c-DNA von VWF wurde kloniert. Das pro-Polypeptid entspricht den
Aminosaureresten 23 bis 764 des pre-pro-vWF der gesamten Lange (Eikenboom et al., Haemo-
philia 1 (1995), 77 bis 90).

Es zeigt sich, dass das pro-Peptid von vWF (pp-vWF) mit dem von Wiliebrand-Antigen Il, dem
zweiten identifizierten Antigen, das im Plasma und in den Blutplattchen von Patienten mit schwerer
von Willebrand-Krankheit (vWD) fehlt, identisch ist. pp-vWF ist spezifisch in Blutplattchen und
Endothelzellen synthetisiert. Das Molekularverhaltnis von pp-vWF zu vWF im Plasma ist 1 : 10, die
Plasmakonzentration des pp-vWF betragt etwa 5 nmol/l. Wie bereits bekannt, wird pp-vWF nach
Aktivierung durch verschiedene Agonisten aus Endothelzellen freigesetzt.

Es wird postuliert, dass die physiologische Rolie von pp-vWF in der Steuerung der Anordnung
von VWF-Multimeren entweder vor oder nach der Abspaltung von pp-vWF-Molekilen liegt. (Takagi
et al., JBC 264 (18) (1989) 10425-10430). Es hat sich auch gezeigt, dass pp-vWF die Thrombo-
zytencollagen-Interaktionswirkung hemmt (Takagi et al., JBC 264 (11) (1988) 6017-6020).

Die von Willebrand-Krankheit (vWD; von Willebrand-Syndrom; Willebrand-Jurgens-Syndrom)
ist generell durch eine Verminderung oder einen Strukturdefekt von vWF gekennzeichnet, wodurch
mangeinde Thrombozytenaggregation und -adhdsion am Sub-Endothel und somit Defekte in der
primaren Hamostase auftreten konnen. Diese Defekte verursachen bei vWD-Patienten verlangerte
Blutungszeiten.

Zur Behandlung der vWD wird in der Regel versucht, den Mangel von funktionell aktivem vWF
auszugleichen, etwa durch Praparate, die auch zur Therapie der Hdmophilie A verwendet werden,
wie Kryoprazipitat oder daraus hergestellte Faktor Vll-Konzentrate, die Komplexe aus Faktor VIit
und VWF enthalten. Da jedoch die Praparate zur Behandiung der Hamophilie A durch Verbesse-
rungen der Aufreinigungsmethoden immer reiner hinsichtlich Faktor VIII werden, und vWF nicht
oder nur mehr in Spuren enthalten ist, werden solche Praparate zur Behandiung an vWD-Patienten
immer ungeeigneter. Man geht daher dazu Uber, derartigen Patienten gezielt spezifische vWF-Pra-
parate zu verabreichen. Es wird auch versucht, derartige VWF-Praparate moéglichst Faktor Vill-frei
zu halten, da Patienten mit von Willebrand-Syndrom eigentlich keine Supplementierung mit Faktor
VIl benotigen und bei Faktor VIll-Anwendung immer die Gefahr einer Induktion von inhibitorischen
Faktor Vill-Antikérpern im Patienten gegeben sein kann.

Zur Aufreinigung von VWF ist daher eine ganze Reihe verschiedenster, meist chromatographi-
scher Verfahren beschrieben worden. Da das Quellenmaterial fur die vWF-Préparation oft ein
Gemisch aus reifem VWF und vVWF-Vorstufen wie pro-vWF enthalt, oder sogar nur (pre-)pro-vWF
beinhaltet (etwa bei rekombinant hergesteliten Praparaten) ist es erforderlich, bei der Herstellung
von VWF-Praparationen den {pre-)pro-vWF in reifen vWF umzuwandeln. Im Stand der Technik ist
die Behandlung des pro-vWF mit Furin oder PACE (sieche EP 0 775 750 A) als ein geeignetes
System beschrieben, um die Spaltung von pro-vWF in pp-vWF und reifen VWF zu erméglichen.
Furin ist ein endoproteolytisches Enzym weliches im trans-Golgi-Netzwerk durch eine transmem-
brane Domane verankert ist. Bei der rekombinanten Herstellung von reifem vWF wurde vor



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

AT 407 750 B

geschlagen, Furin und vWF zu coexprimieren, um eine geeignete Reifung des vVWF in situ herbei-
zufuhren (EP 0 775 750 A). Dies stelite sich jedoch als aulerst schwierig heraus und kann mit
einer empfindlichen Reduzierung des Expressionsniveaus verbunden sein. AuBerdem tritt im
Zusammenhang mit der Coexpression von Furin mit einem pro-Protein im groRtechnischen Ansatz
in Zellkultur das Problem auf, dass eine hohe Expressionsrate der Protease toxisch fur die Zellen
ist, was ebenfalls zu einer geringen Ausbeute an Furin und an reifem Protein fuhrt.

Neben Furin oder shnlichen PACE-Enzymen aus der Gruppe der Subtilisin-ghnlichen Serin-
Proteasen sind VWF-prozessierende Proteasen auch in der AT-PS 404 554 und in der
AT-PS 404 359 beschrieben.

Thrombin (Faktor lla der Blutgerinnung) ist ein aus Prothrombin entstehendes Enzym im Blut-
plasma mit einem Molekulargewicht von etwa 35.500. Thrombin fiihrt die Fibrinogenmolekile unter
Abspaltung der Fibrinopeptide A und B in Fibrinmonomere iiber, die spontan zu Fibrinpolymeren
aggregieren. Weiters werden durch Thrombin Faktor Xill, Faktor VIII und Protein C aktiviert. Daher
findet Thrombin als proteolytisches Enzym bei der Herstellung dieser aktivierten Proteine eine
Rolle (vgl. EP 0 416 890 A bezlglich der Herstellung von aktivem rekombinanten humanen Protein
C durch Behandlung mit immobilisiertem Thrombin).

Es zeigt sich, dass die im Stand der Technik beschriebenen Verfahren zur Aktivierung von pro-
VWF entweder sehr umstandlich oder mit niedrigen Ausbeuten verbunden waren oder aber auf-
grund der mangeinden ausreichenden kommerziellen oder biologischen Verfugbarkeit der Ver-
fahrenskomponenten nicht oder nur begrenzt groBtechnisch einsetzbar waren. Die Aufgabe der
vorliegenden Erfindung liegt daher darin, die Nachteile des Standes der Technik zu vermeiden und
ein Verfahren zur Aktivierung von pro-vWF zur Verfigung zu stellen, das hoch-selektiv ist und
trotzdem auch groRtechnisch angewendet werden kann.

Diese Aufgabe wird erfindungsgemaR gelost durch ein Verfahren zur Herstellung einer vWF-
Praparation aus pro-vWF, welches sich dadurch auszeichnet, dass pro-vWF mit Thrombin behan-
delt wird, wobei VWF generiert wird und so eine Praparation an reifem VWF erhalten werden kann.

Es stellte sich im Rahmen der vorliegenden Erfindung Uberraschenderweise heraus, dass nicht
nur Furin ein selektives Enzym zur Spaltung von pro-vWF in pp-vWF und reifen VWF ist, sondern
auch Thrombin. Es zeigte sich, dass durch Verwendung von Thrombin als Prozessierungs-Prote-
ase ein einfaches Verfahren zur Reifung von pro-vWF zur Verflugung gestellt werden konnte,
welches - bedingt durch die etablierte groRtechnologische Verfugbarkeit von Thrombin - auch im
industriellen MaRstab angewendet werden kann.

Bevorzugterweise wird beim erfindungsgeméaRen Verfahren eine pro-vWF-haltige Lésung mit
Thrombin behandelt, wobei prinzipiell jede pro-vWF-enthaltende Ldsung geeignet ist. Pro-vWF
kann aber auch als Immobilisat an einem festen Trager maturiert werden.

Im erfindungsgemaBen Verfahren wird pro-vWF vorzugsweise mit immobilisiertem Thrombin
behandelt, da dadurch die Proteasereaktion noch effizienter gesteuert werden kann und die oft-
malige Verwendung des Immobilisats sowie eine kontinuierliche Durchfuhrung der Behandiung in
einfacher Weise ermaglicht wird. Verfahren zur Immobilisierung von Thrombin sind im Stand der
Technik hinreichend bekannt. Den Umstand, dass die Immobilisierung von Thrombin dessen pro-
vWF-spaltende Aktivitat im Wesentlichen unbeeinflusst belasst, stellt einen weiteren entscheiden-
den Vorteil dieser Ausfihrungsform dar.

Gerade die Stabilitat von immobilisietem Thrombin und dessen nicht beeintrachtigte Aktivitat
gegentber pro-vWF ermoglichen die besonders bevorzugte kontinuierliche Durchfuhrung des erfin-
dungsgemaRen Verfahrens, beispielsweise in einem Reaktor, enthaltend eine feste Oberfléache mit
immobilisiertem Thrombin, durch weichen eine pro-vWF-haltige Losung geleitet wird, so dass reifer
vWF generiert wird. Die einzelnen Prozessparameter, wie Durchflussmenge, Thrombin-immobili-
satmenge, Reaktorquerschnitt, Verweildauer, Reaktordimensionen und -steuerung, usw., sind von
einem Fachmann ohne weiteres anhand Oblicher verfahrenstechnischer Methoden optimierbar.

Das pro-vWF enthaltende Ausgangsmaterial fUr das erfindungsgemate Verfahren ist fur die
vorliegende Erfindung nicht kritisch. Magliche Ausgangsmaterialien sind Blutserum, Blutfraktionen,
Plasma, Colostrum oder Milch transgener Tiere oder Zellkulturidsungen, insbesondere von Zellen,
die mittels rekombinanter DNA-Technik erzeugt wurden (siehe z.B. FEBS-Letters 351 (1994)
345-348 oder Blood 88 (8) 1996 2851-2958).

Bevorzugterweise wird das pro-vWF-haltige Ausgangsmaterial vor der Thrombinbehandlung
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zunachst einem oder mehreren Aufreinigungsschritten unterzogen, so dass die pro-vWF-haltige
Lésung pro-vWF in gereinigter Form enthalt. Geeignete Vorreinigungsschritte schliefen dabei
Fallung (z.B. mit Ethanol, Ammonsulfat oder PEG), Adsorbieren (wie z.B. Behandlung mit Alumi-
niumhydroxid) oder chromatographische Verfahren (wie z.B. Affinitats-, Gel-, oder lonenaustausch-
chromatographie) mit ein. Derartige Vorbehandlungsverfahren sind insbesondere dann gunstig,
wenn im pro-vWF haltigen Quellenmaterial Substanzen enthalten sind, die die proteolytische Pro-
zessierung von pro-vWF durch Thrombin stdren kénnen, etwa Inhibitoren von Thrombin oder der-
gleichen. Obgleich das Vorliegen von Thrombin-Inhibitoren im Ausgangsmaterial, die erfolgreiche
Durchfahrung des erfindungsgeméaBen Verfahrens nicht prinzipiell behindern muss (da Thrombin in
der Rege! ohnehin in Uberschussmengen vorgegeben wird), kénnen derartige Inhibitoren doch
beispielsweise die Ausbeute des Verfahrens oder die Lebenszeit des Thrombinimmobilisats redu-
zieren, so dass ein einfacher Vorreinigungsschritt oft (vor allem bei Vorliegen von Thrombin-Inhibi-
toren) ratsam erscheint.

Es ist auch méglich, dass in der vWF-haitigen Losung, welche der Thrombin-Behandlung
unterworfen wird, pro-vWF in Mischung mit anderen, vorzugsweise ebenfalls zumindest teilweise
aufgereinigten Proteinen vorliegt. Dies ist vor allem dann der Fall, wenn pro-vWF durch Teilreini-
gung von anderen Proteinen oder Bestandteilen der Ausgangslésung getrennt worden ist, aber
andere Proteine, vor allem solche, die natUrlicherweise eine gewisse Affinitat zu pro-vWF oder
VWF aufweisen, in der mit Thrombin zu behandelnden Lésung vorhanden sind. Zu solchen Pro-
teinen zahlen vorzugsweise Aktivatoren und Inhibitoren von Thrombin, wie beispielsweise Heparin,
Calcium, Thrombomodulin, Antithrombin 11, Peptidinhibitor, unspezifische Thrombininhibitoren,
Thrombinmutanten, Prothrombin, alpha,-Macroglobulin, Faktor VIIi, Collagen, Oberflachenproteine
von Thrombozyten.

GemaR einer bevorzugten Ausfiihrungsform des erfindungsgeméRen Verfahrens wird die pro-
VvWEF-haltige Lésung durch ein biotechnologisches Verfahren hergestellt, beispielsweise durch ein
Zell- oder Gewebeinkubationsverfahren. Besonders bevorzugt ist dabei, dass pro-vWF von einer
transformierten Zelle exprimiert wird. Bei biotechnologisch hergestellten pro-vWF-haltigen Losun-
gen wird pro-vWF vorzugsweise von einer Zellkultur, insbesondere von einer Saugetier-Zellkultur,
exprimiert.

Im Gegensatz zu Furin ist die Co-Expression von pro-vWF mit Thrombin kein Problem, welches
zu einer signifikanten Reduktion der Expression oder der Ausbeute an pro-vWF fuhren kdnnte,
wobei aber trotzdem die in der EP 0 775 750 A2 und EP 0 319 944 B1 offenbarten Vorteile der in
situ-Prozessierung eintreten.

Es kann - je nach Aufreinigungsgrad der dem Thrombinproteolyseschritt unterworfenen pro-
vWF-Praparation - auch vorteilhaft sein, nach erfolgter proteolytischer Spaltung von pro-vWF in
VWF die erhaltene vWF-L&sung weiter aufzureinigen, wobei das Vorsehen eines chromatographi-
schen Reinigungsschrittes fur vWF besonders bevorzugt ist. Derartige Reinigungsverfahren sind
beispielsweise in der EP 0 503 991 A, in der WO 89/12 065 A, in der EP 0 469 985 A, in der
EP 0 383 234 A, der WO 96/10 584 A, der EP 0 705 846 A sowie der WO 98/38 219 A beschrie-
ben.

Mit dem vorliegenden Verfahren ist es auch mdglich, vWF und Thrombin gemeinsam zu gewin-
nen, z.B. nach erfolgter Co-Expression oder konzertierter Aufreinigung und Spaltung aus einem
Quellenmaterial, das sowohl pro-vWF als auch Thrombin enthé&lt, da sich erfindungsgemafR gezeigt
hat, dass entstandener vWF durch die bloRe Anwesenheit von Thrombin nicht weiter proteolytisch
degradiert wird. Die Gewinnung von VWF und Thrombin in einem Kombinationspréparat ist daher
in einfacher Weise dadurch méglich, dass Thrombin nach erfolgter proteolytischer Behandiung zur
Generierung von vVWF nicht vom entstandenen VWF abgetrennt wird. Das Verfahrensprodukt - also
der reife VWF - mit oder ohne Thrombin kann gegebenenfalls noch ein durch die Thrombinbe-
handlung generiertes Spaltprodukt der pro-Sequenz des VWF enthalten. Dieses Spaltprodukt
zeichnet das neuartige Verfahrensprodukt aus.

Es ist auch méglich, pp-vWF bzw. dessen Spaltprodukt, welches bei der Behandlung von pro-
VWF mit Thrombin entsteht, aus der proteclytisch behandelten Lésung zu gewinnen. Beispiels-
weise kann pp-vWF durch Behandlung mit immobilisiertem Heparin gewonnen werden. Dabei wird
reifer VWF und gegebenenfalls auch pro-vWF und Thrombin am immobilisierten Material gebun-
den, wahrend pp-vWF im Durchlauf erhalten wird und gegebenenfalls weiter gereinigt wird.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

§5

AT 407 750 B

Gegebenenfalls kann pp-vWF gemaR der Osterreichischen Anmeldung A 917/97 verwendet
werden. pp-vWF-Praparationen sowie Praparationen, die zuséatzlich etwa vWF, Faktor VIl andere
aktivierte Blutgerinnungsfaktoren, Blutfaktoren mit FEIB-Aktivitait und FEIBA enthalten, konnen
ebenfalls etwa zur Behandiung von Patienten mit einem Risiko fur Blutgerinnungsstérungen oder
fur Patienten mit VWD, phenotypischer Hamophilie, Hamophilie A und Faktor Vll-Inhibitoren ver-
wendet werden.

Weiters betrifft die vorliegende Erfindung eine VWF-Praparation, welche neben (reifem) vWF
noch Thrombin enthalt. Eine derartige Praparation kann beispielsweise zur direkten lokalen
Anwendung bei Wunden oder blutendem Gewebe verwendet werden, um die primare Hamostase
und die Wundheilung zu verbessern oder zu unterstitzen.

Bevorzugterweise enthalt eine derartige Kombinationspraparation aus VWF und Thrombin wei-
ters Kalziumionen, da die in der Wunde vorhandenen Kalziumionen méglicherweise fur eine opti-
male Funktion des applizierten Thrombins bzw. der Wundenzyme nicht ausreichen kénnten.

Die erfindungsgemaR hergestelite VWF-Praparation, welche gegebenenfalls auch Thrombin
und pp-vWF enthalten kann, ist bevorzugterweise durch eine Behandlung zur Virusinaktivierung
oder Entfernung virussicher gemacht worden.

Die Virusinaktivierungs- oder Entfernungsbehandlung kann mittels jeder als effizient akzeptier-
ten Behandlung durchgefiihrt werden. GemafR bevorzugter Ausfuhrungsformen der vorliegenden
Erfindung wird die pharamazeutische Zusammensetzung mit Tensiden undfoder Warme behandelt,
beispielsweise mitteis Warmebehandlung in festem Zustand, insbesondere mittels einer Dampfbe-
handlung gema der EP 0 159 311, der EP 0 519 901 oder der EP 0 637 451, mittels einer Hydro-
lasebehandiung gemaR der EP 0 247 998, mittels einer Bestrahlungsbehandlung oder mittels einer
Behandiung mit chemischen oder chemisch/physikalischen Verfahren, beispielsweise mit chaotro-
pen Agentien gemaR der WO 94/13 329, mittels einer Behandlung mit organischen Loésungsmitteln
und/oder Tensiden gemaR der EP 0 131 740 oder mittels Photoinaktivierung. Filtrationstechniken,
wie die der Tiefenfiltration oder Nanofiltration, stellen ebenfalls ein bevorzugtes Verfahren zur
Virusabreichung im Rahmen der vorliegenden Erfindung dar.

Das erfindungsgemaRe VWF(/Thrombin-Kombinations-)Préparat wird vorzugsweise als phar-
mazeutische Praparation zur Verfugung gestelit und enthélt weiters geeignete pharmazeutisch
akzeptable Trager und/oder geeignete Puffer-, Hilfs-, Konservierungs- und/oder Stabilisierungssub-
stanzen wie Kohlehydrate, Salze oder Proteasehemmer- bzw. Co-Faktoren. Bevorzugterweise wird
die pharmazeutische Praparation durch Verpackung zwecks Lagerbarkeit im lyophilisierten oder
gefrorenen Zustand zur Verfiigung gestelit. Bei der Herstellung einer pharmazeutischen vWF-Pra-
paration sind weitere Aufreinigungs- und Virusinaktivierungsschritte vor der endgiltigen Formulie-
rung und Verpackung besonders bevorzugt. Die vorliegende Erfindung betrifft gemaR einem weite-
ren Aspekt ein Set zur Herstellung der erfindungsgemaRen Préparation bzw. einer vWF-Prapara-
tion, welches in einer Komponente A pro-vWF und in einer Komponente B Thrombin enthalt. Zur
Herstellung der erfindungsgemafRen Praparation von vWF werden die Komponenten A und B verei-
nigt, wobei diese Vereinigung sowohl durch in vitro-Mischen der beiden Komponenten, aber auch
in situ, beispielsweise auf einer Wunde, erfolgen kann.

DemgemaR kann die Komponente A des erfindungsgemaen Sets weiters Fibrinogen bzw.
(Fibrin-)Kleberprotein enthalten.

Die Erfindung wird anhand der nachfolgenden Beispiele sowie der Zeichnungsfigur, auf die sie
selbstverstandlich nicht eingeschrénkt ist, naher erlautert.

Fig. 1 zeigt: die pro-vWF-Prozessierung durch Thrombin

Beispiel 1: pro-vWF-Prozessierung durch Thrombin

Eine gereinigte rekombinante VWF-Praparation (10 Ag E/ml), enthaltend 50 % pro-vWF und
50 % reifen VWF, wurde mit menschlichem Thrombin (20 NiH E/mi) bei 37°C inkubiert, und Unter-
proben wurden in Zeitintervallen abgezogen, um die Veranderungen der verschiedenen Parameter
zu messen. Wie in Fig. 1 dargestelit ist, wurde ein zeitabhéngiges Absinken von pro-vWF und ein
Steigen von pro-Peptid beobachtet, wahrend bei der gesamten vWF-Antigen- und Collagenbin-
dungsaktivitat (CBA) keine Veranderungen festgestellt wurden, was anzeigt, dass es nicht zu
einem Abbau, sondern zu einer spezifischen "Reifung" kam. Dies wurde durch Immunoblots
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bestatigt, die mit einem polykionalen anti-Human-vWF-Antikdrper nach SDS-PAGE unter Reduk-
tionsbedingungen entwickelt wurden, wobei das graduelle Verschwinden der pro-vWF-Bande ohne
jeglichen weiteren signifikanten Abbau des reifen vWF-Bandes beobachtet werden kann. Der mit
einem monoklonalen anti-pro-Peptid-Antikérper nach SDS-PAGE unter nichtreduzierenden Bedin-
gungen entwickelte Immunoblot zeigte das graduelle Auftreten des entfernten pro-Peptids. Eine
hochaufiésende Multimeranalyse zeigte auch die Umwandlung von pro-vWF zu reifem vWF.

Beispiel 2: Aminoterminale Analyse der Prozessierungsprodukte

Der Zeitpunkt von 120 Minuten der Prozessierungsmischung (rpro-vWF und Thrombin) zeigte
die SLS_RPPMV-Sequenz des reifen VWF und die AEGT_G_SS-Sequenz des pro-Peptids in etwa
aquimolaren Mengen neben den ebenfalls vorhandenen schweren und leichten Kettensequenzen
von Thrombin. Mdgliche andere Abbauprodukte, soferne sie vorhanden waren, waren unter der
Nachweisgrenze des Systems, was bestatigt, dass Thrombin spezifisch das pro-Peptid von VWF
abspaltet.

PATENTANSPRUCHE:

1. Verfahren zur Herstellung einer von Willebrand-Faktor (vWF)-Préparation aus pro-von
Willebrand-Faktor (pro-vWF), dadurch gekennzeichnet, dass pro-vWF mit Thrombin be-
handelt wird, wobei VWF generiert wird, und eine VWF-Préparation erhalten wird.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass eine pro-vWF-haltige Lésung
mit Thrombin behandeit wird.

3. Verfahren Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass das pro-Peptid (pp-vWF) neben
dem vWF gewonnen wird.

4. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass pro-vWF mit immobili-
siertem Thrombin behandelt wird.

5. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass die Behand-
lung mit Thrombin kontinuierlich durchgefuhrt wird.

6. Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dass pro-vWF
biologischen Ursprungs eingesetzt wird.

7. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, dass pro-vWF in
gereinigter Form eingesetzt wird.

8. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, dass pro-vWF in
Mischung mit anderen Proteinen eingesetzt wird.

9. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, dass pro-vWF in Mischung mit
mindestens einem weiteren Mittel, ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus Aktivatoren
und Inhibitoren von Thrombin und Faktor VIIi, eingesetzt wird.

10. Verfahren nach einem der Anspriiche 2 bis 9, dadurch gekennzeichnet, dass als pro-vWF-
haltige Lésung eine durch biotechnologische Verfahren hergestellte Losung eingesetzt
wird.

11. Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, dass pro-vWF von einer transfor-
mierten Zelle exprimiert wird.

12. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dass vWF an immobilisiertem Hepa-
rin gebunden und pp-vWF im Durchiauf erhalten wird.

13. Verfahren nach Anspruch 10 oder 11, dadurch gekennzeichnet, dass pro-vWF in einer
Zeltkultur, insbesondere in Saugetierzellen, exprimiert wird.

14. Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, dass pro-vWF mit rekombinantem
Thrombin prozessiert wird.

15. Verfahren nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, dass nach erfolgter Generierung
von VWF der erhaltene VWF und Thrombin gemeinsam zu einem Kombinationspraparat
gewonnen werden.

16. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 15, dadurch gekennzeichnet, dass weiters ein
chromatographischer Reinigungsschritt fur vWF vorgesehen wird.
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Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 16, dadurch gekennzeichnet, dass die erhal-
tene VWF-Praparation gegebenenfalls mit Thrombin zu einer pharmazeutischen Prapara-
tion fertiggestellt wird, wobei vorzugsweise noch weitere Aufreinigungs- und Virusinakti-
vierungsschritte vorgesehen werden.

Praparat, erhaltlich nach Anspruch 15, enthaltend vWF und Thrombin und gegebenenfalls
enthaltend pp-vWF. 4

Praparat nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, dass es weiters Kalziumionen ent-
halt.

Praparat nach Anspruch 18 oder 19, dadurch gekennzeichnet, dass es pharmazeutisch
formuiiert und gegebenenfalls virusinaktiviert ist.

Set zur Herstellung eines Praparates nach einem der Anspriche 18 bis 20 enthaltend eine
Komponente A, welche pro-vWF umfasst, und eine Komponente B, welche Thrombin
umfasst.

Set nach Anspruch 21, dadurch gekennzeichnet, dass die Komponente A weiters Fibrin-
kleberprotein enthalt.
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