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(57) Beschrieben wird ein Verfahren zur chromatographi- N
schen Reinigung bzw.Fraktionierung von wvon Wille- « »
brand-Faktor (VWF) aus einem vWF-haltigen Ausgangs-
material, umfassend die folgenden Schritte:
- Adsorbieren des vWF aus dem Ausgangsmaterial an avi-
dem, an einem Trager immobilisierten Kollagen,
- Abtrennen des nicht adsorbierten Anteils und gegebenen-
falls Waschen des Tragers,
- Eluieren des vWF vom immobilisierten Kollagen und
- Gewinnen des gereinigten vVWF,
sowie eine pharmazeutische Praparation, umfassend biolo-
gisch aktiven vWF, der stabil an Kollagen gebunden ist.
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Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur chromatographischen Reinigung bzw. Fraktionierung von von
Willebrand-Faktor (VWF) aus einem vWF-hiitigen Ausgangsmaterial.

Dem vWF kommt eine besondere Bedeutung in der physiologischen Hamostase zu. Neben seiner
Funktion als Carrier-Protein fiir Faktor VIl ist dieses Plasmaprotein vor allem fiir die Adhésion von
Thrombozyten an das geschiddigte Endothel/Subendothel sowie fiir die Aggregation der Thrombozyten
unter scherstreBbedingungen notwendig. Im ersten Schritt der primdren Hamostase, der Adh&sion, fungiert
der vWF als ein Bindeglied zwischen spezifischen Rezeptoren der Thrombozytenoberfliche, wie gplb,
gplib/llla-Komplex, und Komponenten des Endothels, beispielsweise Kollagen.

GemiB der EP 0 503 991 A wird vWF aus vorgereinigtem Plasma durch die Kombination von drei
chromatographischen Reinigungsschritten in gereinigter Form erhalten. Diese chromatographischen Reini-
gungsschritte umfassen eine zweifache Chromatographie an einem Zonenaustauscher und als dritten Schritt
eine affinitditschromatographische Reinigung an Gelatinesepharose. Es zeigte sich, daB bei der Gelatinese-
pharosechromatographie kontaminierende Proteine, wie beispielsweise Fibronektin, gebunden werden und
der vWF im Eluat erhalten werden kann.

Die Reinigung von vWF durch eine Fraktogel-EMD-TMAE-Chromatographie mit anschlieBender Chro-
matographie an Heparin-Fraktogel-EMD wurde von Fischer et al. (Thromb. Res. 84 (1) (1996), 55-66)
beschrieben.

Kollagen ist ein physiologischer Bindungspartner von vWF. Studien von Kessler et al. (Blood 63 (6)
(1984), 1291-1298) ergaben, dad der Komplex von vWF und Faktor Vill an Kollagen-Fibrillen, nicht jedoch
an denaturiertem Kollagen bindet. Dieses Ergebnis wurde oftmals bestatigt, beispielsweise durch Santoro et
al. (Collagen Rel. Res. 2 (1982), 31-43), welche feststellten, daB nur natives Kollagen, nicht jedoch ein
denaturiertes Kollagen einen Bindungspartner fiir vWF darstellt (siehe auch Santoro, Thromb. Res. 21
(1981), 689-693, und BBA 756 (1983), 123-126; bestitigt auch durch die EP 0 503 991 A, da vWF die
Gelatinesepharosesidule ungehindert passierte). Es zeigte sich, daB die hochmolekularen Formen von vWF
durch limitierende niedrige Kollagenkonzentrationen gebunden wurden. Hoch- und mitteimolekulare Formen
des vWF wurden auch durch nicht-limitierende hohe Koilagenkonzentrationen gebunden, wogegen die
niedermolekulare vWF-Fraktion sogar bei hohen Kollagenkonzentrationen nicht gebunden wurde (Santoro
(1983)).

Dies war auch der Grund dafiir, daB bei Testmethoden, welche auf der vWF-Kollagenbindung basierten,
stets natives Kollagen verwendet wurde und dessen Nativitdt auch im Test beibehalten wurde, indem
denaturierende Bedingungen oder starke bzw. kovalente Bindungen des Kollagens an einen festen Trdger
bei diesen Bindungsassays nicht beschrieben wurden (Brown et al., Thromb. Res. 43 (1985), 303-311).

Obgieich die Bindung von Kollagen an vWF ausfiihrlich beschrieben wurde und sogar vorgeschlagen
wurde, diese Bindung von vWF an natives Kollagen bei einer vWF-Reinigungsmethode einzubeziehen
(Santoro et al. (1982)), konnte bisher kein geeignetes praparatives Verfahren auf Basis der Kollagen-vWF-
Bindung zur Verfligung gestellt werden. Dies lag einerseits daran, daB auf Kollagen basierende Chromato-
graphiematerialien (wie z.B. Gelatinesepharose) sich als ungeeignet zur vWF-Bindung herausgestellt haben
und andererseits daran, daB Kollagen-Fibrillen flr die préparative Gewinnung des vWF nicht geeignet sind
(siehe Santoro et al., 1982).

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, trotz dieser Bedenken ein Verfahren zum Reinigen bzw.
Fraktionieren von vWF bereitzustellen, welches auf der physiologischen Bindung von vWF zu Kollagen
basiert, jedoch trotzdem industriell anwendbar ist und einen hohen Anteil an physiologisch aktivem vWF
ermdglicht.

Diese Aufgabe wird erfindungsgemiB durch ein Verfahren der eingangs geschilderten Art geldst,
welches die folgenden Schritte aufweist:

- Adsorbieren des VWF aus dem Ausgangsmaterial an avidem, an einem Trdger immobilisierten
Kollagen,

- Abtrennen des nicht adsorbierten Anteils und gegebenentfalls Waschen des Tragers,

- Eluieren des vWF vom immobilisierten Kollagen und

- Gewinnen des gereinigten vWF.

Unter avidem Kollagen wird erfindungsgem3B Kollagen mit einer hohen Bindungskapazitit gegeniiber
vWF bezeichnet. Es ist insbesondere durch eine Vielzahl von zugénglichen Bindungsstellen flir den vWF
gekennzeichnet. Die Kriterien zur Auswahl eines geeigneten Kollagens sind vielfdltig. Einerseits kann von
einem Material ausgegangen werden, welches bekanntermafien schon geeignete Bindungsfédhigkeiten
besitzt und gegebenenfalils zur ErhEhung der Stabilitédt prozessiert wird. Die Prozessierung kann aber auch
mit dem Ziel der VergrdBerung bzw. Homogenitdt der Oberfliche des immobilisierten Kollagens erfolgen,
was Voraussetzung fUr das reproduzierbare AusmaB der Adsorption von vWF ist. Uberraschenderweise
konnte die Aviditit von Kollagen im Gegensatz zu den Untersuchungen im Stand der Technik auch bei
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immobilisiertem Kollagen genutzt werden, obwohl es mit der Immobilisierung zwangsldufig zu einer
Denaturierung des Kollagenmolekiils kommt, insbesondere, wenn die Immobilisierung durch kovalente
Bindung und durch starke Wechselwirkungskrifte erfoigt.

Die Immobilisierung des Kollagens an den festen Triger kann direkt oder indirekt, beispielsweise liber
Abstandshalter (sogenannte Spacer) erfolgen. Dadurch werden Probleme, die sich aufgrund sterischer
Hinderungen von Trdger und zu immobilisierendem Liganden ergeben k&nnen, weitgehend vermieden.
Beispielsweise werden als Spacer homo- oder heterobifunktionelle "cross-linker"-Substanzen, wie Hexame-
thylendiamin, 3,3'-Diaminopropylamin, 6-Aminohexansiure oder das heterobifunktionelle SPDP-Reagens
der Firma Pharmacia (Uppsala, Schweden), verwendet.

In einer bevorzugten Ausfihrungsform wird das Trégermaterial vorher mittels gangiger Methoden
aktiviert, beispielsweise durch Behandeln mit Carbodiimid oder Maleinséure-Anhydrid.

Es stellte sich (iberraschenderweise heraus, daB vWF trotz der Bindung von Kollagen zum festen
Trager durch starke non-kovalente Wechselwirkung oder durch kovalente Bindung eine ausreichende
Bindung ermdglichte. Dies war insbesondere in Kenntnis der Ergebnisse von Santoro et al. und auch der
EP 0 503 991 A1 Uberraschend, da in diesen Untersuchungen {bersinstimmend herausgefunden worden
ist, daB vWF an denaturiertes Kollagen nicht gebunden wurde.

Das Vorliegen dieser starken, nicht-kovalenten oder kovalenten Bindung kann beispielsweise mittels des
nachfolgend beschriebenen Tests bestitigt werden: Das an einem festen Tréager immobilisierte Kollagen, an
dem gegebenenfalls vWF adsorbiert ist, wird hierzu mit 0,4 mol/l NaOH fiir 15 Minuten bei Raumtemperatur
behandelt. Der Kollagen- bzw. vWF-Gehait des mit NaOH behandelten Materials sowie des unbehandelten
Materials wird bestimmt und aus der Differenz der beiden Bestimmungen der Verlust an gebundenem
Kollagen und gegebenenfalls vWF bzw. die Abnahme der Bindungskapazitédt fiir vWF ermittelt. Ein
erfindungsgemés verwendetes immobilisiertes Kollagen liegt dann vor, wenn der Verlust an Kollagen bzw.
an vWF nach Behandlung mit NaOH nicht mehr als 20 %, vorzugsweise nicht mehr als 10 %, betrégt.

Es zeigte sich, daB mit dem erfindungsgemzBen Verfahren nicht nur vWF in hoher Ausbeute gewonnen
werden kann, sondern auch vWF-Fraktionen von sehr gut definierten Bindungsaktivitdten. Demgemas wird
VWF vorzugsweise in mehr als einer Fraktion gewonnen, welche Fraktionen VWF mit unterschiedlichen
Aktivitdten, insbesondere mit verschiedenen Kollagenbindungsaktivitdten, enthalten. Uberraschenderweise
zeigte sich, daB der vWF bei dem erfindungsgemiBen Verfahren nicht ausschlieBlich nach Molekularge-
wicht fraktioniert wird. Ublicherweise sind aber hochaktive vWF-Fraktionen allerdings solche, die im
wesentlichen vWF mit einem hochmolekularen Anteil, insbesondere hochmolekulare vWF-Multimere mit
hoher struktureller Integritét, enthalten.

Diese unterschiediichen Fraktionen kdnnen beispielsweise durch Erhdhung der lonenstirke bzw. der
Elutionsstérke (pH, Chaotrope) bei der Elution gewonnen werden. Vorzugsweise wird der vWF in einer
ersten Fraktion und zumindest in einer zweiten Fraktion gewonnen, wobei die Elution der zweiten Fraktion
vorteilhafterweise mit einer Losung, weiche eine gegeniiber der Elutionslésung fiir die erste Fraktion um
mindestens 20 % erhdhte lonenstirke aufweist, durchgefiihrt.

Die Elution wird beispielsweise als Gradientenelution durchgefiihrt.

Vorzugsweise wird eine erste Fraktion erhalten, in der der VWF eine Kollagenbindungsaktivitdt von
weniger als 0,4 E vWF:CB/E vWF:Ag aufweist bzw. sine zwsite Fraktion, in der der VWF eine Kollagenbin-
dungsaktivitdt von mehr als 0,6 E vWF:CB/E vWF:Ag autweist.

Es hat sich gezeigt, da8 die Elution des vWF mit dem erfindungsgeméBen Verfahren mit einem Puffer
mit einer lonenstérke entsprechend einer Natriumchloridkonzentration von mindestens 150 mM, insbeson-
dere entsprechend einer NaCl-Konzentration im Bereich von 150 mM bis 400 mM, vorgenommen werden
kann.

Gemas einer weiteren bevorzugten Verfahrensvariante wird die Elution eines vWF mit einem Puffer mit
einer lonenstédrke entsprechend einer NaCl-Konzentration von weniger als 200 mM, insbesondere entspre-
chend einer NaCl-Konzentration im Bereich von 50 mM bis 150 mM, vorzugsweise in einem Medium mit
physiologischer lonenstirke, vorgenommen.

Erfindungsgemis kann durch Elution unter physiologischen Bedingungen die native Struktur von vWF
in einem viel hSheren MaBe beibehalten werden, was nicht nur eine sinheitlichere vWF-Priparation
ermdglicht, sondern auch ein Minimum an Nebenreaktionen, beispielsweise durch Neoantigene, bei der
Verabreichung eines derartigen vWF-Priparates an den Menschen gewdhrleistet.

In einer weiteren bevorzugten Ausfilhrungsform sind im Puffer Ca2*-lonen enthalten. Beispislsweise ist
der Gehalt an Ca?*-lonen im Puffer geringer als 10 mM, vorzugsweise geringer als 5 mM, sodaB Faktor VIil-
VWF-Komplex an immobilisiertem Kollagen adsorbiert wird. Gegebenenfalls kann der Ca?*-lonen-Gehalt bei
der Elution auf 150 - 200 mM erhSht werden, soda8 der Komplex gespalten wird und vWF aus dem
Komplex gewonnen wird.
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Da Fibronektin ebenfalls eine Affinitdt zu Kollagen aufweist, jedoch (sishe EP 0 503 991 A1) auch zu
denaturiertem Kollagen, ist es mdglich, gem38 dem erfindungsgeméBen Verfahren in einer weiteren
Fraktion auch Fibronektin prédparativ zu gewinnen. Das erfindungsgemaBe Verfahren eignet sich also auch
zur chromatographischen Reinigung von Fibronektin.

Als Ausgangsmaterial fiir das erfindungsgemiBe Verfahren eignet sich jede L&sung, welche vWF
enthdlt. Insbesondere ist das vWF-hiltige Ausgangsmaterial humanes Plasma, eine Plasmafraktion oder ein
Zeilkulturliberstand. Vorzugsweise wird aber von einem vWF-Konzentrat oder einem kommerziell erhaitli-
chen Faktor VillvWF-Komplex-hiitigen Prdparat ausgegangen.

Vorteilhafterweise wird vor dem erfindungsgemédBen Adsorptionsschritt an immobilisiertem Kollagen
eine Vorreinigung des vWF-hilitigen Ausgangsmaterials durchgefiihrt. Hieflir sind die bereits im Stand der
Technik beschriebenen Verfahren der lonenaustauschchromatographie, Gelpermeationschromatographie
und/oder eine Fillung, vorzugsweise eine Fillung mit Glycin oder Ammoniumsulfat, besonders geeignet.

in einer bevorzugten Ausfiihrungsform ist das erfindungsgem&Be Verfahren als terminales Reinigungs-
verfahren geeignet. Die Formulierung als pharmazeutisches Préparat vereinfacht sich damit, da aufgrund
der physiologischen lonenstirke (0,13-0,16 M) bzw. der physiologischen Osmolalitat (240-350, vorzugswei-
se 275 mOs/kg) des verwendeten Mediums flr die Elution keine weiteren Reinigungsschritte notwendig
sind. Insbesondere bietet dieses Verfahren auch einen Vorteil gegenliber der Immunaffinitidtschromatogra-
phie, da hier wegen des mdglichen Ausblutens von Immunglobulin weitere Reinigungsschritte unbedingt
erforderlich sind.

Es zeigte sich, daB erfindungsgemaB eine ganze Reihe von Kollagentypen verwendet werden kdnnen,
insbesondere Kollagen Typ | oder Typ il (sishe z.B. Hirmann H., Himostaseologie 1990, 10; 138-46).
Gerade die kommerziell erhidltliche Gelatinesepharose erwies sich aber (vgl. EP 0 503 991 A1) als
ungeeignet fur das erfindungsgemédBe Verfahren, wenngleich andere, kommerziell erhiitliche Kollagen-
Sepharosen durchaus im erfindungsgeméBen Verfahren angewendet werden knnen, z.B. Kollagen-Agarose
von Sigma.

Als Kollagen wird entweder Koliagen humanen Ursprungs oder ein Kollagen, welches vom menschii-
chen Kollagen mdglichst weit entfernt ist, also beispielsweise vom Schwein, Rind, Ratte oder Pferd stammt,
verwendet.

Der Kollagentrdger ist vorzugsweise ein Chromatographiematerial, an das das Kollagen z.B. kovalent
gebunden ist, damit das erfindungsgem#Be Verfahren insbesondere im industriellen MaBstab eingesetzt
werden kann.

Uberraschenderweise erwies sich auch prozessiertes Kollagen als geeignet fiir das vorliegende Verfah-
ren, wenn durch die Prozessierung die Aviditdt des Kollagen im wesentlichen erhalten bleibt. Das avide
Kollagen, welches erfindungsgemiB eingesetzt werden kann, ist vorzugsweise aus niedermolekularem
Kollagen, aus proteolytisch prozessiertem, z.B. Pepsin verdautem, desintegriertem oder homogenisiertem
Kollagen abgeleitet. Das Kollagen kann auch chemisch behandelt bzw. modifiziert (derivatisiert) sein; auch
Kollagenfragmente k&nnen erfindungsgemiB eingesetzt werden. Vorteilhafterweise wird natives Kollagen
oder ein Kollagenderivat, beispielsweise sin Peptid abgelsitet von Kollagen, singesetzt.

In einer bevorzugten Ausfihrungsform ist der vWF und/oder das Kollagen zur Inaktivierung und/oder
Abreicherung von Pathogenen, insbesondere von Viren, behandett.

Zur Inaktivierung von Viren sind eine Reihe von physikalischen, chemischen oder che-
misch/physikalischen Methoden bekannt, die beispielsweise eine Hitzebehandiung, z.B. gemdB der EP-0
159 311 A oder der EP-0 637 451 A, eine Hydrolasebehandlung gemiB der EP-0 247 998 A, eine
Strahienbehandiung oder eine Behandlung mit organischen Ldsungsmitteln und/oder Tensiden, z.B. gemas
der EP-0 131 740 A, umfassen. Weitere geeignete Virusinaktivierungsschritte bei der Herstellung der
erfindungsgemiBen Préparate sind in der EP-0 506 651 A oder in der W0O-94/13328-A beschrieben.

Ein Verfahren zur Inaktivierung bzw. Abreicherung von Viren kann auch einen Filtrationsschritt, bei-
spielsweise eine Tiefen-, Ultra- oder Nanofilfration, beinhaiten. Neben dem vWF kann auch das Kollagen
alleine oder gemeinsam mit diesem entsprechend behandelt werden, beispielsweise kann Kollagen hitzebe-
handelt werden.

Wird das vWF-hiltige Ausgangsmaterials beispielsweise durch Zugabe von Detergens behandeit, so
kann dieses Detergens enthaltende Ausgangsmaterial auch direkt am immobilisierten Kollagen adsorbiert
werden. Dadurch kann die Bindungskapazitdt des Kollagens flir vWF sogar erh&ht werden.

GemiB einem weiteren Aspekt betrifft die vorliegende Erfindung eine Prédparation zur Hersteliung eines
gereinigten vWF, weiche biologisch aktiven vWF, der an immobilisiertes Kollagen gebunden ist, umfast als
auch eine pharmazeutische Préaparation umfassend biologisch aktiven vWF, der stabil an Kollagen gebun-
den ist.
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Eine besondere Ausfihrungsform der erfindungsgemiBen Priparationen ist dadurch gekennzeichnet,
daB der vWF eine primédre hdmostatische Aktivitt, ausgedriickt durch eine Kollagenbindungsaktivitit von
wenigstens 0,9 E vWF:CB/E vWF-Antigen, vorzugsweise mindestens 1 E vWF:CB/E vWF-Antigen, und eine
Reinheit von wenigstens 70 E VWF-Antigen/mg Protein, vorzugsweise mindestens 80 E vWF-Antigen/mg
Protein, aufweist.

Derartige vWF-Priparationen kdnnen vorteilhafterwsise mit dem erfindungsgeméBen Verfahren herge-
stellt werden, sind jedoch nicht auf dieses beschrinkt.

Vorteilhafterweise besitzt der vWF in den erfindungsgemiBen Priparationen eine primdre hamostati-
sche Aktivitdt, ausgedriickt in Ristocetin-Cofaktor-Einheiten (E vWF:RCo) pro Einheit VWF:Ag von wenig-
stens 0,3, vorzugsweise zumindest 0,4, insbesondere von mindestens 0,6.

Weiters sollte der vWF gem4B den erfindungsgemiBen Priparationen sine Faktor Vill-Bindungskapazi-
tét aufweisen.

Gem3B weiteren vorteilhaften Ausfiihrungsformen enthalten die erfindungsgemé&Ben Priparationen eine
vWF-Préparation, welche frei von plasmatischen Protsinen ist, bzw. einen VWF, weicher als Faktor VIil-
vWF-Komplex vorliegt.

Vorteilhafterweise ist das Kollagen in den erfindungsgeméBen Priparationen an einen festen Tréger
immobilisiert, welcher aus der Gruppe Kollagenpartikel, synthetisches Trigermaterial, Material auf Kohieh-
ydratbasis, Phospholipid und Liposom ausgewahit sein kann. Auch anorganische Materialien, wie beispiels-
weise die als Adjuvantien géngigen Metallhydroxid-Verbindungen, kommen in Frage. Die Kollagenpartikel
kdnnen globuldrer Natur sein, aber auch Ketten, Fibrillen oder Fasern. Als fester Tréger kann auch Kollagen
per se verwendet werden, wenn es derart prozessiert ist - wie bereits an friherer Stelle angemerkt - da8 es
als Tréger geeignet ist.

Geeignete medizinische Verwendungsmdglichkeiten umfassen die Verwendung der erfindungsgemzBen
Préparation zur Herstellung einer Préparation zur Behandlung der Hamophilie A sowie von Erkrankungen,
die mit einem angeborenen oder erworbenen Mangel an vWF einhergehen. Diese Krankhsiten sind unter
dem Begriff der funktionellen Stérungen des vWF zu subsumieren.

Durch das zur Verfligungstellen von vWF in an Kollagen gebundener Form wird ein physiologisches
Arzneimittel zur Verfligung gestellt, welches in vivo, beispielsweise einen an Thrombozyten gebundenen
VWF imitieren kann. Besondere Anwendungsmdglichkeiten umfassen daher auch alle jene physiologischen
Funktionen, bei welchen die Bindung von vWF an Thrombozytenoberflsichen gestort ist bzw. bei welchen
eine zusitzliche derartige Aktivitit bendtigt wird.

Die pharmazeutische Préparation wird vor allem, wenn sie Uber eine bestimmte Zsit gelagert werden
soll, vorteilhafterweise in Ilyophilisierter Form zur Verfligung gestelit.

Die pharmazeutische Préparation liegt vorzugsweise in einer flir die parenterale (z.B. i.v., i.m. oder s.c.),
mukosale (z.B. oral) oder topische (z.B. als Salbe) Anwendung geeigneten Form vor. Beispielsweise wird
sie als Suspension oder als LOsung zur Verfiigung gestelit.

Die Formulierung der erfindungsgemis angewandten Prdparation kann in an sich bekannter und
Ublicher Weise erfolgen, z.B. mit Hilfe von Salzen und gegebenenfalls Aminosduren, aber auch in
Gegenwart von Tensiden vorgenommen werden. Vorzugsweise werden Salze, wie z.B. Natriumchiorid oder
Kalziumchiorid, verwendet und ein pH im Bereich von 6 bis 8 gewdhit. Als Aminoséuren sind Glycin oder
Lysin bevorzugt. Ebenso kann ein pharmazeutisch akzeptabler Puffer gewahit werden.

Die zu verabreichende Dosis hédngt insbesondere von der zu behandelnden Krankheit ab und entspricht
im wesentlichen den fiir Faktor Vill-vWF-Komplex bzw. vWF-Priparationen verabreichten Mengen.

Eine vorteithafte Depot- bzw. Langzeitwirkung der erfindungsgemzBen pharmazeutischen Préparation ist
insbesondere aufgrund des vorhandenen Kollagens gegeben.

ZweckmaiBigerweise sind die erfindungsgemaBen Priparationsn auch zur Inaktivierung gegebenentfalls
vorhandener Pathogene, insbesondere Viren, behandeit.

Die voriiegende Erfindung wird durch die nachfolgenden Beispiele sowie die Zeichnungsfiguren, auf die
sie jedoch nicht beschrénkt sein soll, ndher erldutert.

Fig. 1 zeigt das Chromatogramm fiir die affinitdtschromatographische Reinigung von vWF {iber
Kollagen-Agarose.

Beispiel 1: Reinigung des vWF
Ein Faktor Vill-vWF-Komplex-Konzentrat, hergestellt gemaB der AT 391 808, enthaltend von Willebrand-
Faktor in einer Konzentration von 260 E/mi VWF:Ag und einer spezifischen Aktivitit von 13,5 E vWF:Ag/mg

Protein, wurde mit 20 mmol/l Tris-Puffer, pH 7,4 (= Puffer A) auf eine vWF-Konzentration von 6 E/mi
VWF:Ag verdiinnt. 20 m! dieser L&sung wurden auf eine Affinititssiule (1.0 x 4,0 cm), gefiilit mit Kollagen-
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Agarose (Sigma C-0286), aufgetragen. Nach Spiilen der Sdule mit 10 ml Puffer A wurde mit NaCl eluiert.
Dazu wurde ein linearer Gradient von 0 bis 1 mol/l NaCl in Puffer A tiber 30 mi angelegt. Danach wurde mit
10 mi Puffer B (20 mmol/ Tris, 1 moi/l NaCl, pH 7,4) nachgewaschen. Die gesamte Chromatographie wurde
bei einer FluBrate von 1 ml/min durchgefiihrt. Es wurden 1 mi-Fraktionen gesammelt und deren optische
Dichte bei 280 nm bestimmt. Von allen Fraktionen wurde der Gehalt an vWF-Antigen mit Hilfe eines
ELISA's (ASSERACHROM vWF, Fa. Boehringer, Mannheim) bestimmt. Die Messungen zeigten, da8 im
Durchlauf kein vWF im Antigen-Test nachgewiesen werden konnte und da8 eine vWF-Antigenmenge von 40
E pro ml Kollagen-Agarose gebunden wurde. Der von Willebrand-Faktor eluierte bei einer Kochsalz-
Konzentration von 100 mmol/l. Das Elutionsdiagramm wird in Fig. 1 dargestellt: Nach Bestimmung des
Proteingehaltes mit Hilfe des Bradford-Assays (Anal.Biochem. 72, 248-254, 1976) ergab sich im Elutionsma-
ximum eine Reinheit des vWF von 85 E vWF:Ag/mg Protein. Fir die Aktivitit des vWF wurden Werte von
0,47 E VWF:RCo/E vWF:Ag sowie 0,45 E vWF:CB/E vWF:Ag ermittelt.

Beispiel 2: Fraktionierung des vWF

Ein gemiB der EP 0 567 448 hochgereinigtes vWF-Konzentrat, enthaltend von Willebrand-Faktor in
einer Konzentration von 105 E/ml vWF:Ag und einer spezifischen Aktivitdt von 60 E vWF:Ag/mg Protein,
wurde mit 20mmol/l Tris-Puffer, pH 7,4 (= Puffer A) auf eine vWF-Konzentration von 4 E/ml vWF:Ag
verdiinnt. 20 ml dieser Lsung wurden auf eine Affinititssdule (1,0 x 4,0 cm), gefiillt mit Kollagen-Agarose
(Sigma 0-0286), aufgetragen. Nach Spillen der Sdule mit 10 mi Puffer A wurde mit einem NaCl-
Stufengradienten eluiert. Dazu wurde die Sdule mit jeweils 10 ml Puffer B (0,15 mol/l NaCl in Puffer A),
Puffer C (0,3 mol/ NaCl in Puffer A), Puffer D (0,5 mol/ NaCl in Puffer A) und Puffer E (1 mol/l NaCl in
Puffer A) eluiert. Puffer E dient der Regenerierung der Séule. Die gesamte Chromatographie wurde bei
einer FluBrate von 1 mi/min durchgefilhrt. Es wurden 1 mi-Fraktionen gesammeit und deren optische Dichte
bei 280 nm bestimmt. Von allen Fraktionen wurde der Gehalt an vWF-Antigen mit Hilfe eines ELISA's
(ASSERACHROM vWF, Fa. Boehringer, Mannheim) bestimmt. Die Messungen zeigten, daB eine Antigen-
menge von 23 E pro ml Kollagen-Agarose gebunden wurde und daB eine Antigenmenge von insgesamt 3 E
im Durchlauf eluierte. Der von Willebrand-Faktor eluierte mit den Puffern B, C und D von der Séule und
wies eine Reinheit von 75 E vWF:Antigen/mg Protein auf. In den verschiedenen Eluaten wurden die
folgenden Aktivitdten ermitteit:

Aktivitdt
E vWF:RCo/E vWF:Ag E VWF:CB/E vWF:Ag
Eluat Puffer B: 0,41 0,46
Eluat Puffer C: 0,68 0,70
Eluat Puffer D: 0,91 0,87

Beispiel 3 : Reinigung des Faktor Vill-vWF-Komplexes

Zur Isolierung eines Faktor ViIl-vWF-Komplexes wurde ein Kryoprézipitat, hergestellt gemi8 Pool et al.
(N.Engl.J.Med. 273, 1443-1447, 1965), in 20 mmol/l Tris-Puffer, pH 7,4 aufgeldst. 20 ml einer L&sung
enthaltend 6 E vWF: Ag/ml und 5,5 E/ml Faktor Vlll:c (MMUNOCHROM F Viii:c-Test, Fa. immuno) auf eine
Siule gefiillt mit Kollagen-Agarose aufgetragen. Die Affinitdtschromatographie wurde analog zu Beispisi 1
durchgefiihrt. Von jeder Fraktion wurde der Gehait an von Willebrand-Faktor-Antigen sowie an Faktor Vlil:c
bestimmt. Der von Willebrand-Faktor wurde im Komplex mit Faktor Vlli:c zusammen bei einer Kochsalzkon-
zentration von 100 mmol/l von der S&ule eluiert.

Beispiel 4 : Herstellung eines hochgereinigten vWF-Konzentrats

Zur Herstellung eines hochgereinigten von Willebrand-Faktor-Konzentrats fir den pharmazeutischen
Gebrauch wurde entsprechend Beispiel 1 eine affinitdtschromatographische Reinigung durchgefiihrt. Das
Auftragen der Proben auf die Affinititssdule erfolgte in 20 mmoli Natriumcitrat-Puffer, pH 7,3. Die
Fraktionen mit einer spezifischen Aktivitit von mehr als 70 E vWF:Ag/mg Protein wurden gesammelt, durch
Zusatz von 5 g Glycin und 5 g L-Lysin pro Liter stabilisiert, ein pH-Wert von 7.0 mit 0,1 mol1 NaOH
eingestelit und anschlieBend gefriergetrocknet. Nach Rekonstitution mit H20 wurde flir diese Priparation
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eine Osmolalitdt (Pharmak. Europ., 2nd Ed. V.6.25) von 350 mOsmol/kg H, O ermittelt.
Beispiel 5: Immobilisierung von Kollagen

Zur Herstellung eines Affinititsharzes mit kovalent immobilisiertem Kollagen wurden 25 mg siureldsli-
ches Typ-ill Kollagen aus humaner Plazenta (Sigma C-4407) in 10 mi 0,1 M Essigséure bei 4 C geldst und
Uber 6 h bei dieser Temperatur vorsichtig geschittelt. Danach wurde durch ein Filter mit einem Poren-
durchmesser von 0,4 um filtriert, das Filtrat zu einer Suspension von 5mi ECH-Sepharose® 4B (Pharmacia)
gegeben und ein pH-Wert von 4,5 durch Zugabe von 0,1 mol1 NaOH singestellt. Bei einer Temperatur von
4°C wurden Uber einen Zeitraum von 2 Stunden in Portionen zu 30 mg insgesamt 300 mg 1-Ethyl-3-(3-
dimethyIaminopropyl)carbodiimid-Hydrochlorid (EDC/Fa. Pierce) unter stdndigem Riihren unter Verwendung
eines mit einem Elektromotor betriebenen Rihrstabes zugegeben. AnschlieBend wurde noch weitere 6

den Affinitdtschromatographie verwendeten Puffersystem zur Bindung des vWF wurde das Gel wie unter
den Beispielen 1 bis 4 beschrieben zur Aufreinigung von vWF eingesetzt.

Patentanspriiche

1. Verfahren zur chromatographischen Reinigung bzw. Fraktionietionierung von von Willebrand-Faktor
(VWF) aus einem VWF-hdltigen Ausgangsmaterial, umfassend die folgenden Schritte:
- Adsorbieren des vWF aus dem Ausgangsmaterial an avidem, an einem Trager immobilisierten
Kollagen,
- Abtrennen des nicht adsorbierten Anteils und gegebenenfalls Waschen des Trégers,
- Eluieren des vWF vom immobilisierten Kollagen und
- Gewinnen des gereinigten vWF.

2. \Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, da8 der vWF in mehr als einer Fraktion
gewonnen wird.

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB vWF in einer ersten Fraktion und
zumindest in einer zweiten Fraktion gewonnen wird, wobei die Elution der zweiten Fraktion mit einer
L&sung, welche eine gegeniiber der Elutionsl&sung fiir die erste Fraktion um mindestens 20% erhéhte
lonenstirke aufweist, durchgefiihrt wird.

4. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB die Elution als
Gradientenelution durchgefiihrt wird.

5. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB eine erste Fraktion
erhaiten wird, in der der VWF eine Kollagenbindungsaktivitit von weniger als 0,4 E vWF:CB/E VWF:Ag
aufweist, bzw. eine zweite Fraktion, in der der vWF sine Kollagenbindungsaktivitit von mehr als 06 E
VWF:CB/E vWF:Ag aufweist.

6. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daB die Elution der zwsiten
Fraktion mit einem Puffer mit einer lonenstérke entsprechend einer NaCl-Konzentration von mindestens
150 mmol/, insbesondere entsprechend einer NaCl-Konzentration im Bersich von 150 bis 400 mmol,
vorgenommen wird.

7. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, das die Elution der ersten
Fraktion mit einem Puffer mit einer lonenstirke entsprechend einer NaCl-Konzentration von weniger als
200 mmol/, insbesondere entsprechend einer NaCl-Konzentration im Bereich von 50 bis 150 mmol/l,
vorzugsweise in einem Medium mit physiologischer lonenstirke, vorgenommen wird.

8. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, daB in einer weiteren
Fraktion Fibronektin gewonnen wird.
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Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, da8 das vWF-hiltige
Ausgangsmaterial ein vWF-Konzentrat oder ein Faktor VIll-vWF-Komplex-hiltiges Priparat ist.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet, daB8 vor dem Adsorptions-
schritt an immobilisiertem Kollagen eine Vorreinigung des vWF-héltigen Ausgangsmaterials, insbeson-
dere eine lonenaustauschchromatographie, eine Gelpermeationschromatographie und/oder eine Fil-
lung, vorzugsweise eine Fallung mit Glycin oder Ammoniumsulfat, durchgefiihrt wird.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet, daB der gereinigte VWF in
einem Medium mit physiologischer lonenstédrke bzw. physiologischer Osmolalitit gewonnen wird und
ohne weitere Reinigungsschritte zu einem pharmazeutischen Priparat verarbeitet wird.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 11, dadurch gekennzeichnet, daB das Kollagen ein
Kollagen Typ | oder ein Kollagen Typ Mt ist.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 12, dadurch gekennzeichnet, daB ein Kollagen humanen
Ursprungs oder vom Schwein, Rind, Ratte oder Pferd verwendet wird.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 13, dadurch gekennzeichnet, daB als Trdger ein
Chromatographiematerial verwendet wird, an den das Kollagen vorzugsweise kovalent gebunden ist.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 14, dadurch gekennzeichnet, daB der Tréger prozessier-
tes Kollagen umfagt.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 15, dadurch gekennzeichnet, da8 der vWF und/oder das
Kollagen zur Inaktivierung und/oder Abreicherung von Pathogenen, insbesondere von Viren, behandeit
ist.

Praparation zur Herstellung eines gereinigten vWF umfassend biologisch aktiven vWF, der an immobili-
siertes Kollagen gebunden ist.

Priparation nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, da8 der vWF eine primire hdmostatische
Aktivitit ausgedriickt durch eine Kollagenbindungsaktivitat von wenigstens 0,9 E vWF:CB/E vWF:Ag,
vorzugsweise mindestens 1 E vWF:CB/E VWF:Ag, aufweist und eine Reinheit von wenigstens 70 E
vWF:Ag/mg Protein, vorzugsweise mindestens 80 E vWF:Ag/mg Protein.

Praparation nach Anspruch 17 oder 18, dadurch gekennzeichnet, da8 der vWF eine primére
hamostatische Aktivitit ausgedriickt in E vWF:CB/E vWF:Ag von wenigstens 0,3, vorzugsweise zumin-
dest 0,4, insbesondere von mindestens 0,6 aufweist.

Praparation nach einem der Anspriiche 17 bis 19, dadurch gekennzeichnet, da8 der vWF als Faktor
Vill-vWF-Komplex vorliegt.

Priparation nach einem der Anspriiche 17 bis 20, dadurch gekennzeichnet, da8 der vVWF bzw.
Faktor VIIl-vWF-Komplex frei von plasmatischen Proteinen ist.

Priparation nach einem der Anspriiche 17 bis 21, dadurch gekennzeichnet, da8 das Kollagen an
einem festen Triger ausgewihit aus der Gruppe Kollagenpartikel, synthetisches Tragermaterial, Materi-
al auf Kohlehydratbasis, Phospholipid und Liposom immobilisiert ist.

Priparation nach einem der Anspriiche 17 bis 22, dadurch gekennzeichnet, da8 das Kollagen natives
Kollagen oder ein Kollagenderivat, insbesondere ein enzymatisch prozessiert Kollagens oder ein
Kollagenfragment, ist.

Priparation nach einem der Anspriiche 17 bis 23, dadurch gekennzeichnet, da8 sie in lyophilisierter
Form vorliegt.
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25. Préparation nach einem der Anspriiche 17 bis 24, dadurch gekennzeichnet, da8 sie zur Inaktivierung
und/oder Abreicherung gegebenenfalls vorhandener Pathogene behandelt ist.

Hiezu 1 Blatt Zeichnungen
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