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Herstellung eines von Willbrand Faktor-Préparates '

mit hoher spezifischer Aktivitat

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung eines von Willbrand Faktor-Praparates
mit gesteigerter spezifischer VWF-Aktivitat, wobei Hydroxylapatit als Chromatographie-

Medium verwendet wird.

Der von Willebrand Faktor ist ein Glykoprotein, das in Endothelzellen und Megakaryozyten
synthetisiert wird. Das Molekulargewicht des Monomers betrégt ca. 225 000 Da. Durch
Ausbildung von Disulfidbriicken werden in der Zelle Dimere ausgebildet, die wiederum zu
Oligomeren aus bis zu 40 dimeren Untereinheiten ebenfalls Uber Disulfidverknipfungen
assoziieren. Die Konzentration des in das Plasma abgegebenen von Willebrand Faktors
(VWF) betragt 5 — 10 mg/l.

In der priméren Hamostase hat der VWF die Aufgabe, die Adhésion von Thrombozyten an
verletztes Subendothel zu vermitteln und unter Bedingungen hoher Scherkréfte, wie im
arteriellen System, die Thrombozytenaggregation zu unterstitzen. Als Funktion in der
sekundaren Hamostase bindet VWF Faktor VI, einen wichtigen Cofaktor bei der
Blutgerinnung, in einem nicht kovalenten Komplex. Faktor VIII wird dadurch stabilisiert und

vor vorzeitigem Abbau geschutzt.

Das von Willebrand Syndrom (VWS) ist eine Bluterkrankheit, die durch quantitative oder
qualitative Verdnderung des VWF hervorgerufen wird. Héufig werden fiir die Behandiung
von schweren Formen des VWS plasmatische Faktor Viil-Préparate eingesetzt, die einen
relativ hohen Anteil an VWF enthalten. Blutungen kénnen damit zwar gestillt werden,
gleichzeitig steigt aber, besonders bei héufiger oder langerer Anwendung, das
Thromboserisiko. Dies ist auf eine Uberdosierung von Faktor VII zurlickzufiihren.
Wesentlich glinstiger im Sinne der Patientensicherheit ist die Therapie von VWS-Kranken

mit hochreinen, Faktor VIll-armen / -freien VWF-Konzentraten.
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Haufiges Problem bei der Herstellung eines VWF-Praparates ist der Verlust an spezifischer
VWEF-Aktivitat. Geman der o.g. Definition betragt bei einer VWF-Konzentration von 5 — 10
pg/ml im Blut und einer definierten Aktivitdt von durchschnittlich 1 E/ml die spezifische
VWEF-Aktivitat 100 — 200 E pro mg VWF-Antigen. In der Regel sinkt die spezifische VWF-
Aktivitat wahrend der ersten Aufarbeitungsschritte bei der Herstellung von VWF-Praparaten
drastisch. Strukturell korreliert dieser Verlust an spezifischer Aktivitdt mit proteolytischen
Abbaureaktionen, die zur Erniedrigung des Anteils an hochmolekularen VWF-Molekulen
(Multimeren) und zur Erhdhung des Anteils an niedermolekularen VWF-Molekdlen (Dimeren
/ Tetrameren) filnren. Fiir ein therapeutisches Préparat ist es erstrebenswert, die wahrend
der Aufarbeitung von Plasmafraktionen entstehenden weniger aktiven niedermolekularen
VWF-Oligomere zu entfernen. VWF-Lésungen mit einer niedrigen spezifischen VWF-
Aktivitat enthalten einen hoheren Anteil an weniger erwiinschten niedermolekularen VWF-
Oligomeren, als VWF-Lésungen mit einer hohen spezifischen VWEF-Aktivitat. Winschens-
wert ware ein Verfahren, mit dem therapeutisch wirksame Praparate mit einer spezifischen
Aktivitat von > 100 E pro mg VWF-Antigen aus einer Quelle mit einer spezifischen Aktivitat

von < 100 E pro mg VWF-Antigen hergestellt werden kann.

In der Literatur werden verschiedene Verfahren beschrieben, die auf eine Erhéhung der

spezifischen VWF-Aktivitat zielen:

WO 98/38219 beschreibt ein Verfahren zur Gewinnung von VWF, bei dem VWF bei einer
niedrigen Salzkonzentration an einen Kationenaustauscher gebunden wird und durch

fraktionierte Elution VWF mit hoher spezifischer Aktivitdt gewonnen wird.

Die WO 96/10584 beschreibt ein Verfahren zur Gewinnung von hochreinem rekombinanten
VWF mittels kombinierter Anionenaustausch-/Heparin-Affinitadtschromatographie und die EP
0 705 846 die Trennung von hoch- und niedermolekularen Fraktionen von rekombinantem

VWF mittels Heparin-Affinitdtschromatographie.

Die bisher beschriebenen Verfahren sind mit Nachteilen hinsichtlich Wirtschaftlichkeit und
Reinigungseffektivitit behaftet. Bei der Verwendung einer Heparin-Affinitats-
chromatographie zur Erhdhung der spezifischen VWF-Aktivitdt wurde beispielsweise die
Aktivitat einer vorgereinigten Proteinldsung, die rekombinanten VWF enthalt, von 4,3 E pro
mg VWF-Antigen auf 7,3 E/mg erhoht. Die finale spezifische VWF-Aktivitat des

rekombinanten Proteins ist niedrig. Die Kosten fiur eine Affinitatschromatographie sind
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vergleichsweise hoch. Bessere Ergebnisse wurden durch Anwendung einer Kationenaus-
tauschchromatographie erzielt. Bei einer Reinigung mittels eines rekombinanten
Antikérpers  wurde in Kombination mit vorgeschalteter Anionenaustausch- und
Immunaffinitdtschromatographie eine spezifische VWF-Aktivitat von 30,4 E/mg erzielt. Am
Beispiel der Reinigung eines plasmatischen VWF durch die Kombination
Anionenaustausch- und Kationenaustauschchromatographie wurde eine erzielte Reinheit
von 65 E pro mg Protein erreicht. Auf die Steigerung der spezifischen VWF-Aktivitat
(Aktivitat pro VWF- Antigenmenge) wurde nicht eingegangen.

Es besteht ein Bediirfnis nach einem wirtschaftlichen Verfahren, mit dem wenig aktive
VWF-Molekiile aus einer Proteinfraktion abgereichert werden kénnen, um so die
spezifische Aktivitat zu erhdhen. Dabei soll eine spezifische VWF-Aktivitat erreicht werden,
die der im Plasma gesunder Menschen entspricht. Erfindungsgemé&R wird diese Aufgabe
durch einen chromatographischen Separationsschritt unter Verwendung von Hydroxylapatit

gelost.

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Trennung von VWF mit hoher
spezifischer Aktivitit von VWF mit niedriger spezifischer Aktivitat, umfassend eine
Chromatographie mit Hydroxylapatit als Chromatographie-Matrix. Als hohe spezifische
VWE-Aktivitit wird beispielsweise ein Wert von >120 E pro mg VWF-Antigen und als
niedrige spezifische VWF-Aktivitit beispielsweise ein Wert von < 70 E pro mg VWF-Antigen
bezeichnet. Abhangig von der Qualitét des Ausgangsmateriales kénnen hochaktive bzw.
niedrigaktive Fraktionen anders definiert werden. Ein weiterer Aspekt der Erfindung ist ein
Verfahren zur Herstellung einer Zusammensetzung mit hoher spezifischer VWF-Aktivitét,
dadurch gekennzeichnet, dass man eine VWF enthaltende Zusammensetzung durch
Hydroxylapatit-Chromatographie aufreinigt. Die Erfindung betrifft auch ein Verfahren zur
Erhdhung der spezifischen VWF-Aktivitdt einer VWF enthaltenden Zusammensetzung,
dadurch gekennzeichnet, dass man die VWF enthaltende Zusammensetzung einer

Hydroxylapatit-Chromatographie unterwirft.

Hydroxylapatit ist eine Form von Calciumphosphat mit der Zusammensetzung Cas(PO,4);0H
bzw. Caqo(PO4)sOH,, die als stationdre Phase fur die Chromatographie von Proteinen,
Nukleinsduren und anderen Makromolekiilen eingesetzt werden kann. Neben der
kristallinen Form von Hydroxylapatit kann auch eine keramische Form verwendet werden,

welche durch Sintern erhaltlich ist. Hydroxylapatit kann beispielsweise von der Firma Bio-
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Rad (Minchen, Deutschland) bezogen werden. Deren keramisches Hydroxylapatit wird in
zwei Formen (Typ 1 und Typ 2) zur Verfugung gestellt. Typ 1-Material hat aufgrund
groRerer Oberflachen eine hohere Bindungskapazitat flir kieinere Molekiile, z.B. kleine
Proteine. Dagegen weist das Typ 2-Material groRere Poren in den Partikeln auf, die ein
Eindringen und damit eine bessere Bindung von groflen Molekdlen, z.B. DNA oder groRen

Proteinen, ermdglicht. Die Materialien weisen vorzugsweise folgende Eigenschaften auf:

Tabelle 1

Dynamische Bindungskapazitat | Nominale Porendurchmesser

Typ 1 >13,7 mg Lysozym/m| CHT* 600-800 A

Typ 2 >6,8 mg Lysozym/ml| CHT* 800-1000 A

*CHT=Ceramic Hydroxy Apatite

Kristallines oder keramisches Hydroxylapatit ist frei verfigbar. Verfahren zu ihrer
Herstellung sind im Stand der Technik bekannt. Im Rahmen der vorliegenden Erfindung ist

die Verwendung von keramischem Hydroxylapatit bevorzugt.

Hydroxylapatit, insbesondere in seiner keramikstabilisierten Form ist auf3erordentlich gut
geeignet, um Prozesse im Industriemalstab durchzufihren. Aufgrund seiner
Trenneigenschaften bietet Hydroxylapatit eine bessere Auflésung als die vielfach
beschriebenen  lonenaustauschchromatographiemedien. Bei dem  Hydroxylapatit-
Reinigungsverfahren missen den Puffern weder Calcium noch Aminoséduren zugesetzt

werden.

Das Verfahren kann in Form einer S&ulenchromatographie oder im Batch-Verfahren

durchgefiihrt werden; die Durchfiihrung einer Saulenchromatographie ist bevorzugt.

Ublicherweise umfasst das Verfahren, dass
(a) VWEF an die Hydroxylapatit-Matrix gebunden wird,
(b) VWF mit niedriger spezifischer VWF-Aklivitat bei mittlerer Salzkonzentration
herausgewaschen wird; und
(c) anschlieRend VWF mit hoher spezifischer VWF-Aktivitdt bei hdherer

Salzkonzentration eluiert wird.
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In Schritt (a) wird eine Ldsung, die VWF hoher und niedriger spezifischer VWF-Aktivitat
enthadlt, mit der Hydroxylapatit-Matrix in Kontakt gebracht. Die Gesamtkonzentration an
Natrium- und/oder Kaliumphosphat in dieser Losung ist Ublicherweise 0 bis 200 mM,

vorzugsweise 1 bis 100 mM, bevorzugter 1 bis 50 mM, am bevorzugtesten 10 bis 30 mM.

In dem Waschschritt (b) wird die Hydroxylapatit-Matrix mit einem Puffer mittlerer
Salzkonzentration gewaschen. Die Gesamtkonzentration an Natrium- und/oder
Kaliumphosphat in diesem Waschpuffer ist in der Regel 100 bis 300 mM, vorzugsweise 200
bis 300 mM, bevorzugter 200 bis 270 mM, am bevorzugtesten 210 bis 250 mM. Dabei wird
VWF mit niedriger spezifischer VWF-Aktivitat herausgewaschen. Je héher der pH-Wert des

Puffers, desto niedriger kann die Salzkonzentration gewahit werden.

In Schritt (c) kann VWF hoher spezifischer VWF-Aktivitdt mit einem Puffer héherer
Salzkonzentration eluiert werden. Der Elutionspuffer enthalt in der Regel 200 bis 500 mM,
vorzugsweise 250 bis 500 mM, bevorzugter 300 bis 400 mM Natrium- und/oder
Kaliumphosphat.

Durch Verschiebung der Salzkonzentrationen kénnen Ausbeute und Reinheit verandert
werden. Je hoher die Salzkonzentration im Waschpuffer ist, desto aktiver ist die erhaltene
Wertfraktion. Die Ausbeute erniedrigt sich dadurch allerdings. Weiterhin beeinflusst der
gewahlte pH-Wert die optimale Salzkonzentration fiir den Waschpuffer. Je niedriger der pH-
Wert ist, desto starker ist die Bindung von VWF an die Hydroxylapatit-Matrix. Entsprechend
konnen die gewahlten Salzkonzentrationen bei niedrigen pH-Werten héher sein, bei

héheren pH-Werten hingegen niedriger.

Die Hydroxylapatit-Chromatographie wird bei einem pH-Wert von 5 bis 7, vorzugsweise von
5,5 bis 6,8, bevorzugter von 6,0 bis 6,8, am bevorzugtesten von 6,2 bis 6,5 durchgefihrt.
Ublicherweise haben Lauf-, Wasch- und Elutionspuffer, sowie die aufzutragende
Proteinlésung den gleichen pH-Wert. Es sind aber auch Varianten praktikabel, bei denen

diese Losungen unterschiedliche pH-Werte aufweisen.

Je nach pH-Wert-Bedingungen und Ausbeute-Bestrebungen kénnen wenig aktive VWF-
Moleklle von Hydroxylapatit-Saulen mit Puffern eluiert werden, die eine mittlere
Salzkonzentration enthaiten. Bei pH 6,0 kdnnen beispielsweise Puffer verwendet werden,
die 200 bis 270 mM Natrium- oder Kaliumphosphat, bevorzugt 220 bis 250 mM
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Natriumphosphat enthalten. Bei pH 6,5 waren beispielsweise Puffer geeignet, die 180 bis
260 mM, bevorzugt 210 bis 250 mM Natrium- oder Kaliumphosphat enthalten. Nach der
Abtrennung der wenig aktiven VWF-Molek(ile kénnen die hochaktiven VWF-Molekiile mit
einem Hochsalzpuffer, beispielsweise 250 bis 500 mM Natrium- oder Kaliumphosphat,

bevorzugt 300 bis 400 mM Natrium- oder Kaliumphosphat eluiert werden.

Die erfindungsgemafRe bindende Hydroxylapatit-Chromatographie kann mit anderen
Reinigungstechniken kombiniert werden. Als besonders vorteilhaft hat es sich erwiesen,
zunachst eine "Durchlaufchromatographie” mit Hydroxylapatit zur Abreicherung der
Hauptverunreinigungen durchzufiihren. Anschliefend wird die Durchlauffraktion auf eine
Hydroxylapatit-Séaule aufgetragen, wie oben beschrieben. VWF-Molekile werden gebunden
und VWF hoher spezifischer VWF-Aktivitdt wird selektiv eluiert.

In einer besonderen AusflUhrungsform wird daher zunédchst eine Durchlaufchromatographie
mit Hydroxylapatit durchgefiihrt, wobei VWF nicht an die Hydroxylapatit-Matrix bindet, und
anschlieRend die Durchlauffraktion unter bindenden Bedingungen rechromatographiert und
die VWF-Fraktion mit VWF hoher spezifischer VWF-Aktivitét eluiert.

Eine "Durchlaufchromatographie” im Sinne dieser Anmeldung umfasst, dass (i) eine
Zusammensetzung, die VWF und ein oder mehrere verunreinigende Proteine enthalt, mit
einer Hydroxylapatit-Matrix in Kontakt gebracht wird, so dass wenigstens ein
verunreinigendes Protein an die Hydroxylapatit-Matrix gebunden wird, wahrend VWF im
wesentlichen nicht an die Hydroxylapatit-Matrix gebunden wird, und gegebenenfalls
anschlieend (ii) ungebundenes VWF von der Hydroxylapatit-Matrix getrennt wird. Im Fall
einer Saulenchromatographie befindet sich VWF im Durchlauf und wenigstens ein
verunreinigendes Protein, z. B. Fibronektin und/oder Fibrinogen, wird an das Hydroxylapatit

gebunden.

Die Durchlaufchromatographie wird bei einem pH-Wert von 6,5 bis 8,5, vorzugsweise von
6,8 bis 8,5, bevorzugter von 6,8 bis 7,5, am bevorzugtesten von 7,0 bis 7,5 durchgefiihrt.
Ublicherweise haben Lauf-, Wasch- und Elutionspuffer, sowie die aufzutragende
Proteinlosung den gleichen pH-Wert. Es sind aber auch Varianten praktikabel, bei denen

diese Losungen unterschiedlichen pH-Werte aufweisen.
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Die VWF enthaltende Zusammensetzung, die bei der Durchlaufchromatographie mit der
Hydroxylapatitmatrix in Kontakt gebracht wird, enthdlt vorzugsweise Natriumphosphat
und/oder Kaliumphosphat. Die Gesamtkonzentration an Natriumphosphat und/oder
Kaliumphosphat in der Ldsung ist beispielsweise 0 bis 100 mM, vorzugsweise 10 bis 50
mM, am bevorzugtesten 20 bis 40 mM, d. h. als Laufpuffer kann eine Pufferldsung mit den

genannten Konzentrationen eingesetzt werden.

Durch den vorgeschalteten Schritt der Durchlaufchromatographie kénnen VWE-
Praparationen erhalten werden, die nur geringe Mengen an Fibrinogen und Fibronektin
enthalten. In der Regel ist die Konzentration an Fibrinogen-Antigen in der Durchlauffraktion
niedriger als 25 pg/ml, bevorzugt niedriger als 15 pg/mi, bevorzugter niedriger als 10 pg/ml,
am bevorzugtesten hdchstens 5 ug/ml. Die Konzentration an Fibronektin-Antigen in der
Durchlauffraktion ist Ublicherweise niedriger als 250 pg/ml, bevorzugt niedriger als 150
ug/ml, bevorzugter niedriger als 100 pg/ml, am bevorzugtesten héchstens 50 pg/ml. Die
Konzentration an Fibrinogen-Antigen und Fibronektin-Antigen kann durch an sich bekannte

Verfahren bestimmt werden.

Durch den vorgeschalteten Schritt der Durchlaufchromatographie kann eine erhebliche
Abreicherung der verunreinigenden Proteine Fibrinogen und Fibronektin erzielt werden. So
ist die Konzentration an Fibrinogen in der Durchlauffraktion vorzugsweise niedriger ais 10%,
bevorzugter niedriger als 5%, noch bevorzugter niedriger als 2,5% der Konzentration an
Fibrinogen in der Auftragsiosung (vor Durchlaufchromatographie). Die Konzentration an
Fibronektin in der Durchlauffraktion ist vorzugsweise niedriger als 10%, bevorzugter
niedriger als 5%, noch bevorzugter niedriger als 2,5% der Konzentration an Fibronektin in

der Auftragslésung (vor Durchlaufchromatographie).

Die Ausbeute der Durchlaufchromatographie (bezogen auf die Massenbilanz) ist in der
Regel hoher als 50%, bevorzugt héher als 60%, am bevorzugtesten hoher als 75%. Flr die
Durchlaufchromatographie ist es sinnvoll, aber nicht notwendig, Phosphationen als
Puffersubstanz zu verwenden. FUr die Elution von VWF bei der bindenden

Chromatographie ist Phosphat ein spezifisches Agens.

Als Ausgangsmaterialien konnen allgemein VWF-haltige Losungen, im Besonderen VWF-
haltige Plasmafraktionen eingesetzt werden. VWF kann bei pH-Werten von vorzugsweise

6,0 bis 6,8, besonders bevorzugt 6,2 bis 6,5, bei einer niedrigen Salzkonzentration von 0 —
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100 mM Kalium- oder Natriumphosphat, bevorzugt bei 10 — 50 mM an eine Hydroxylapatit-

Saule gebunden werden.

In einer besonderen Ausflhrungsform kann anstelle von reinem Hydroxylapatit als
Chromatographiematrix Fluoroapatit verwendet werden. Fluoroapatit wird durch Umsetzung
von Hydroxylapatit mit einer fluoridhaltigen Substanz. hergestellt. Die Firma Bio-Rad
(Minchen, Deutschland) erzeugt z.B. keramisches Fluoroapatit durch eine 90%-ige
Umsetzung von keramischem Hydroxylapatit mit einem Fluorinreagenz. Fluoropatit ist im
Vergleich zu Hydroxylapatit unter sauren pH-Wertbedingungen deutlich stabiler. Deshalb
wird Fluoroapatit Ublicherweise eingesetzt, um Chromatographien bei niedrigerem pH
durchzufiihren, als fur Hydroxylapatit technisch sinnvoll. Fir eine Aufreinigung von
hochaktiven VWF-Molekiilen mit Fluoroapatit kann die Chromatographie &hnlich zu dem fir
Hydroxylapatit vorgeschlagenen Verfahren durchgefiihrt werden. Salzkonzentrationen

missen dem gewahlten pH-Wert (>= 5,0) angepasst werden.

Das erfindungsgeméRe Verfahren kann weiterhin einen oder mehrere der folgenden
Schritte umfassen:
(1) Schockgefrieren bei einer Temperatur von unter -30°C und Auftauen nahe 0°C
(Kryoprazipitation)
(2) Ethanolfallung oder Adsorption an Aluminiumhydroxid
(3) Virusinaktivierung der VWF  enthaltenden  Zusammensetzung  durch
Solvens/Detergens-Behandlung
(4) Anionenaustauchchromatographie
(5) Fallung von Fibronektin durch Einstellung eines pH-Werts von unter pH 5,4
(6) Affinitdtschromatographie
(7) Diafiltration oder Ultrafiltration
(8) Umpuffern durch Dialyse oder Gelfiltration
(9) Sterilfiltration
(10) Lyophilisierung
(11) Virusinaktivierung durch Hitzebehandlung (z.B. ca. 30 min bei ca. 100°C)

Die Verfahrensschritte (1) bis (5) werden vorzugsweise vor der Hydroxylapatit-
Chromatographie durchgefiihrt. Es kénnen aber auch weniger als die 5 Verfahrensschritte

durchgefiihrt werden. Die Reihenfolge der Schritte ist nicht zwingend.
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Die Schritte (6) bis (11) kénnen durchgefiihrt werden, falls gewlnscht. Insbesondere die
Affinitdtschromatographie ist aber nicht notwendig, da bereits durch die

Hydroxylapatitchromatographie eine hohe Reinheit erreicht werden kann.

Als Ausgangsmaterial fir die Verfahren der vorliegenden Erfindung kann somit eine
vorgereinigte Plasmafraktion verwendet werden. Hierbei kann es sich um eine weiter
aufgereinigte  Kryoprazipitat-Lésung  handeln.  Die  Kryoprazipitat-Lésung  kann
beispielsweise mit Aluminiumhydroxid gefallt werden und/oder chromatographisch weiter
aufgereinigt werden. So kann die Kryoprazipitat-Lésung z. B. mit Aluminiumhydroxid gefélit
werden und anschlieRend mittels Anionenaustauschchromatographie weiter aufgereinigt
werden. Es ist ebenfalls bevorzugt, dass die Kryoprazipitat-Losung einer Virusinaktivierung
unterworfen wird. Bevorzugtes Verfahren zur Virusinaktivierung ist eine Solvens/Detergens-
Behandlung, wie sie im US-Patent Nr. 4,540,573 beschrieben ist.

Als Ausgangsmaterial kann ebenso eine Proteinldsung enthaltend rekombinanten VWF
(rVWF) aus Zellkulturiberstanden verwendet werden. Der Ausdruck "rVWF" umfasst
sowohl VWF mit der Wildtypsequenz als auch Varianten mit einer gegenlber Wildtyp-VWF
veranderten Aminosduresequenz, wobei ein oder mehrere Aminosduren subsituiert,
deletiert und/oder hinzugefigt sein kénnen. Die Varianten weisen in der Regel VWF-
Aktivitat auf. Verfahren zur Herstellung geeigneter Expressionsvektoren, zur Einschleusung
der Vektoren in die Wirtszellen und zur Kultivierung der Wirtszellen sind dem Fachmann an
sich bekannt (Fischer et al. Structural analysis of recombinant von Willebrand factor:
identification of hetero and homo-dimers. FEBS Lett 1994; 351:345-348. Fischer et al.
Structural analysis of recombinant von Willebrand factor produced at industrial scale
fermentation of transformed CHO cells co-expressing recombinant furin. FEBS Lett 1995,
375:259-262).

Insbesondere bei Verwendung von Plasmafraktionen kann vor der Hydroxylapatit-
Chromatographie eine pH-Fallung zur Abtrennung von Fibronektin durchgefuhrt werden.
Die pH-Féllung zur Abtrennung von Fibronektin aus einer Plasmafraktion umfasst
beispielsweise, dass man
(i) den pH-Wert der Plasmafraktion auf unter pH 5,4 einstellt, so dass sich ein
Niederschlag bildet und
(ii) den gebildeten Niederschlag abtrennt.
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Der Ausdruck "Plasmafraktion" bezeichnet in diesem Zusammenhang eine
Zusammensetzung, die aus Plasma erhalten wurde und verschiedene Plasmaproteine
enthélt. Die Plasmafraktion, die als Ausgangszusammensetzung in Schritt (i) eingesetzt
wird, ist eine fllissige Zusammensetzung. Vorzugsweise ist die flussige Zusammensetzung
eine LOsung oder eine Suspension, am bevorzugtesten ist die Zusammensetzung eine
Lésung. In einer besonderen Ausfihrungsform ist die Plasmafraktion geldstes
Kryoprazipitat. Dieses gelOste Kryoprazipitat kann durch verschiedene Verfahren
vorgereinigt sein. Beispiele sind Aluminiumhydroxid-Behandlung, Solvens-/Detergens-
Behandiung und/oder Anionenaustauschchromatographie. Die Konzentration an
Natriumchlorid oder Kaliumchlorid in der Plasmafraktion ist vorzugsweise 50 bis 250 mM,
bevorzugter 100 bis 200 mM, am bevorzugtesten 120 bis 150 mM. Die Plasmafraktion kann
beispielsweise folgende Puffersubstanzen enthalten:  Citrationen, Acetationen,

Phosphationen und/oder Aminosauren.

Die Konzentration an Fibronektin in der Plasmafraktion, die Schritt (i) unterworfen wird, ist in
der Regel mindestens 0,05 g/l, vorzugsweise wenigstens 0,1 g¢/l, noch bevorzugter
wenigstens 0,25 g/l, am bevorzugtesten wenigstens 0,5 g¢/l. Die Konzentration an
Fibronektin in der Plasmafraktion kann beispielsweise 0,1 bis 5 g/l, vorzugsweise 0,1 bis 2

g/l sein.

Zur Abtrennung von Fibronektin aus der Plasmafraktion wird der pH-Wert der
Plasmafraktion auf unter pH 5,4 eingestellt. Dabei bildet sich ein Niederschiag, der
Fibronektin enthalt. Vorzugsweise wird der pH-Wert auf unter pH 5,3 eingestellt, noch
bevorzugter auf unter pH 5,2. Der eingestellte pH-Wert liegt somit vorzugsweise in einem
Bereich von pH 4,5 bis unter 5,4, bevorzugt in einem Bereich von pH 4,7 bis 5,3,
bevorzugter in einem Bereich von pH 4,8 bis 5,2, noch bevorzugter in einem Bereich von
pH 4,9 bis 5,1. In der Regel wird das Einstellen des pH-Werts durch Zugabe einer sauren
Komponente erreicht. Als saure Komponente kénnen verschiedene Sé&uren eingesetzt
werden, beispielsweise Salzsaure, Phosphorséure oder Essigsdure. Die saure Komponente
wird Ublicherweise Uber einen bestimmten Zeitraum zugegeben, beispielsweise
tropfenweise. Somit wird nach und nach ein pH-Wert im oben ndher definierten Bereich

eingestellt ("titriert").

Wahrend und nach dem Einstellen des pH-Werts wird die Plasmafraktion vorzugsweise in

Bewegung gehalten oder durchmischt, beispielsweise durch Rihren. Es ist weiterhin
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bevorzugt, dass nach Einstelien des pH-Werts die Plasmafraktion flr einen bestimmten
Zeitraum weiter durchmischt wird (z.B. durch Riihren), im allgemeinen fur wenigstens 10
Minuten, vorzugsweise fiir wenigstens 20 Minuten, am bevorzugtesten fir einen Zeitraum
von 30 bis 90 Minuten. In diesem Zeitraum bilden sich klebrige Aggregate, die zu einem
erheblichen Anteil Fibronektin erhalten. Daher ist es gemafR einer bevorzugten
Ausflihrungsform vorgesehen, dass ein geeigneter Rihrer, z.B. ein Anker- oder
Paddelriihrer eingesetzt wird, an dessen Ruhrblatt sich der Niederschlag anheftet. Das

prézipitierte Fibronektin kann somit leicht der Lésung entzogen werden.

Die pH-Fallung zur Abtrennung von Fibronektin kann in einem breiten Temperaturspektrum
durchgefiihrt werden, z.B. von ca. 1°C bis ca. 37°C. Bevorzugte Temperaturbereiche sind 4
bis 35°C, bevorzugter 10 bis 30°C, am bevorzugtesten wird das Verfahren bei 20 bis 25°C
durchgefuhrt.

Durch die pH-Fallung zur Abtrennung von Fibronektin aus Plasmafraktionen kann die
Konzentration an Fibronektin in der Plasmafraktion um wenigstens 50% verringert werden.
Vorzugsweise wird die Konzentration an Fibronektin in der Plasmafraktion um 70 bis 99%,
bevorzugter um 80 bis 99%, am bevorzugtesten um 90 bis 98% oder um 95 bis 98%
verringert. In einer besonderen Ausfihrungsform liegt der Verlust an VWF in dem
Fallungsschritt bei héchstens 50%, bevorzugt bei héchstens 40%, bevorzugter bei
héchstens 30%, noch bevorzugter bei hdchstens 20%, am bevorzugtesten bei hochstens
10%.

Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung ist eine VWF enthaltende
Zusammensetzung erhéltlich durch ein erfindungsgemafes Verfahren, wie es in der
vorliegenden Anmeldung beschrieben ist. Vorzugsweise handelt es sich um eine im
wesentlichen reine VWF-Praparation. "Im wesentlichen rein" bedeutet, dass die
Zusammensetzung im wesentlichen frei von anderen Proteinen ist, insbesondere dass kein

Fibronektin und kein Fibrinogen nachweisbar ist.

Die erfindungsgemaRe VWF-Préparation kann eine spezifische Aktivitét von wenigstens 75
E/mg Protein aufweisen, vorzugsweise hat sie eine spezifische Aktivitdt von wenigstens 85
E/mg Protein, bevorzugter von wenigstens 100 E/mg Protein, am bevorzugtesten von
wenigstens 120 E/mg Protein. Durch das erfindungsgeméfRe Verfahren kdnnen somit

spezifische Aktivitdten von >100 E pro mg Protein erzielt werden. Die VWF-Aktivitat kann
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bestimmt werden wie in den Beispielen beschrieben. Durch die erfindungsgeméfie
Hydroxylapatit-Chromatographie kann die spezifische Aktivitit (E/mg Protein) um
wenigstens 100%, bevorzugt um wenigstens 150%, am bevorzugtesten um wenigstens
175% erhodht werden.

Die erfindungsgemaRe Zusammensetzung hat vorzugsweise eine spezifische VWF-Aktivitat
von wenigstens 50 E/mg VWF-Antigen, bevorzugter von wenigstens 75 E/mg VWF-Antigen,
noch bevorzugter von wenigstens 100 E/mg VWF-Antigen, noch bevorzugter von
wenigstens 120 E/mg VWF-Antigen, noch bevorzugter von wenigstens 125 E/mg VWF-
Antigen, am bevorzugtesten von wenigstens 150 E/mg VWF-Antigen. Durch die
erfindungsgemafe Hydroxylapatit-Chromatographie kann die spezifische VWF-Aktivitat
(E/mg VWF-Antigen) um wenigstens 20%, bevorzugt um wenigstens 35%, am

bevorzugtesten um wenigstens 50% erhdht werden.

Ein weiterer Aspekt der Erfindung ist die Verwendung von Hydroxylapatit zur Herstellung
eines VWF-Préparats mit hoher spezifischer VWF-Aktivitat. Die Erfindung betrifft weiterhin
die Verwendung von Hydroxylapatit zur Trennung von VWF hoher spezifischer VWF-
Aktivitat von VWF niedriger spezifischer VWF-Aktivitat. Die Erfindung betrifft weiterhin die
Verwendung von Hydroxylapatit zur Erhéhung der spezifischen VWF-Aktivitét einer VWF
enthaltenden  Zusammensetzung. Die  bevorzugten  AusfUhrungsformen  der
erfindungsgemafen Verwendung entsprechen denen des erfindungsgeméfien Verfahrens

und der erfindungsgemafen Zusammensetzung.

Ein weiterer Aspekt der Erfindung ist die Verwendung der erfindungsgemafen VWF-
Préparation, VWF-Zusammensetzung oder des VWF-Préparats zur Behandlung des von
Willebrand-Syndroms. Die Erfindung betrifft auch die Verwendung zur Herstellung eines

Medikaments zur Behandlung des von Willebrand-Syndroms.

Die verschiedenen in der vorliegenden Anmeldung beschriebenen Ausflihrungsformen

kdnnen miteinander kombiniert werden.

Die nachfolgenden Beispiele erldutern die Erfindung naher.
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Beispiel 1:  Erhéhung der spezifischen VWF-Aktivitat einer vorgereinigten VWF-haltigen
Plasmafraktion mittels Hydroxylapatit-Chromatographie im Labormafistab

Die VWF-haltige Proteinlésung durchlief folgende Vorreinigungsstufen: Eine Kryopréazipitat-
Losung wurde einer Aluminiumhydroxid-Fallung unterzogen. Anschlieend wurde eine
Virusinaktivierung mittels S/D-Behandlung durchgefiihrt. Bei der anschliefenden
Anionenaustauschchromatographie fallt eine VWF-haltige Waschfraktion an, die vor allem
mit Fibrinogen und Fibronektin verunreinigt ist. Die Proteinldsung wird durch Titration auf
pH 5.2 einem Fallungsschritt unterzogen, bei dem ein groRer Teil des Fibronektins und
Fibrinogens entfernt wurde. AnschlieRend wurde eine Ultra- und Diafiltration durchgeftihrt,
wobei die Proteinlésung ca. 7-fach ankonzentriert und gegen den Laufpuffer der folgenden
Chromatographie diafiltriert wurde. Die so erhaltene Proteinidsung enthielt ca. 930 pg/ml
VWF-Antigen, 270 ug/ml Fibrinogen-Antigen und 2400 pg/ml Fibronektin-Antigen. Die
Proteiniésung wurde auf eine in 10 mM Na-Phosphat pH 7,0 equilibrierte Hydroxylapatit-
Saule (CHT Typ 1, Bio-Rad, Miinchen, Deutschland) aufgetragen. Die Durchlauffraktion
enthielt ca. 560 pg/ml VWF-Antigen, 5 ug/ml Fibrinogen-Antigen und 50 pg/ml Fibronektin-
Antigen. Die Massenbilanz ergibt eine Schrittausbeute von 78% fur VWF-Antigen und 73%
VWEF-Aktivitat.

Eine so vorgereinigte Proteinldsung wurde zur weiteren erfindungsgemaien Aufreinigung
auf pH 6,0 titriert. Anschliefend wurde die Losung auf eine Hydroxylapatit-Saule (CHT Typ
1, Bio-Rad, Minchen, Déutschland) aufgetragen, die im Laufpuffer (20 mM Na-Phosphat
pH 6,0) equilibriert worden war. Der VWF wurde quantitativ gebunden. Eine erste Elution
wurde mit 45% des Elutionspuffers B (400 mM Na-Phosphat pH 6,0) durchgefiihrt, die
zweite mit 100% B. Die aufgetragene Proteinlésung enthielt 540 pg/ml VWF-Antigen, 4
Mg/ml Fibrinogen und 48 pg/mi Fibronektin. Die Aktivitat des VWF in dieser Losung betrug
46 E/ml. Die erste Elutionsfraktion enthielt 38 pg/ml VWF-Antigen, 2 pg/ml Fibronektin-
Antigen und hatte eine VWF-Aktivitédt von 0,7 E/ml. Die Fibrinogen-Antigen-Konzentration
lag unterhalb des Detektionslimits von 1 ug/ml. Die Wertfraktion (2. Elutionsfraktion) wies
eine VWF-Antigen-Konzentration von 173 ug/ml, eine VWF-Aktivitdt von 23 E/ml auf. Weder
Fibrinogen-Antigen, noch Fibronektin-Antigen konnte detektiert werde. Die Restaktivitat von
Faktor VIl lag ebenfalls unterhalb des Detektionslimits. Die spezifischen VWF-Aktivitaten
konnten von 85 E / mg VWF-Antigen auf 133 E / mg VWF-Antigen gesteigert werden. Der
spezifische VWF-Aktivitatswert der ersten Elutionsfraktion von 18 E / mg VWF-Antigen,
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belegt, dass speziell wenig aktive VWF-Molekule abgetrennt werden. Die Ausbeute an

VWF-Aktivitat liegt bei 84%, die an VWF-Antigen bei 51%.

Tabelle 2: Erhohung der spezifischen VWF-Aktivitdt einer vorgereinigten VWF-haltigen

Plasmafraktion mittels Hydroxylapatit-Chromatographie im LabormaRstab

VWF-Antigen | VWF-Aktivitat | Spezifische VWF-Aktivitat

. [ug/mi] [E/ml] [E pro mg VWF-Antigen]
e | o Z s
et | w | o r
ez | | w

Die Konzentration an VWF-Antigen wurde mit Hilfe des STA® Compact der Firma
Diagnostica Stago (Roche Diagnostics, Mannheim) und deren Test-Reagenzien (STA LIA
VWF) bestimmt.

Die VWF-Aktivitat wurde als Ristocetin-Cofaktor-Aktivitat Uber Plattchenagglutination mit
dem BCT®-Analyser (Behring Coagulation Timer, Dade Behring, Schwalbach) bestimmt.
Der Ristocetin-Cofaktor-Assay ermittelt die Bindungsfahigkeit von VWF an den

Plattchenrezeptor Glycoprotein Ib/IX unter dem Einfluss des Antibiotikums Ristocetin.

Beispiel 2.  Erhoéhung der spezifischen VWF-Aktivitét einer vorgereinigten VWF-haltigen

Plasmafraktion mittels Hydroxylapatit-Chromatographie im Technikumsmafstab

Die Ausgangslésung wurde entsprechend Beispiel 1 bis zur ersten Chromatographie
prapariert. Die so erhaltene Proteinldsung enthielt ca. 1,43 mg/ml VWF-Antigen bei einer
Proteingesamtkonzentration von 3,79 mg/ml. Die Spezifische Aktivitdt betrug 36,4 E / mg
Protein. Flr die chromatographische Reinigung wurden S&ulen mit einem Durchmesser von
10 cm verwendet. Die Proteinldsung wurde in einem ersten chromatographischen
Reinigungsschritt auf eine in 10 mM Na-Phosphat pH 7,0 equilibrierte Hydroxylapatit-Séule
(CHT Typ 1, Bio-Rad, Minchen, Deutschland) mit 1,0 | Gelbettvolumen aufgetragen. Die
Durchiauffraktion (Wertfraktion 1) enthielt ca. 0,67 mg/ml VWF-Antigen bei einer
Proteingesamtkonzentration von 0,86 mg/mi. Die Spezifische Aktivitdt betrug 68,7 E / mg
Protein und die Spezifische VWF-Aktivitat 96,5 E / mg VWF-Antigen.
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Eine so vorgereinigte Proteinlésung wurde zur weiteren Aufreinigung und zur Abtrennung
von wenig aktiven VWF-Molekilen auf pH 6,5 titriert. AnschlieRend wurde die Lésung auf
eine Hydroxylapatit-Séule (CHT Typ 2, Bio-Rad, Minchen, Deutschland) mit einem
Gelbettvolumen von 1,5 | aufgetragen, die im Laufpuffer (20 mM Na-Phosphat pH 6,5)
equilibriert worden war. Der VWF wurde quantitativ gebunden. Eine erste Elution zur
Abtrennung von wenig aktiven VWF-Molekilen wurde mit 220 mM Na-Phosphat pH 6,5
durchgefiihrt. Die Wertfraktion 2 mit einer Proteinkonzentration von 0,20 mg/ml und einem
Gehalt an VWF-Antigen von 0,13 mg/ml wurde im Anschluss mit 300 mM Na-Phosphat pH
6,5 eluiert. Durch diesen chromatographischen Schritt konnte die spezifische VWF-Aktivitat
von 87,5 E / mg VWF-Antigen auf 171 E / mg VWF-Antigen erhoht werden. Die spezifische
Aktivitat wurde dabei auf 107 E / mg Protein gesteigert. Verunreinigungen wie Fibronektin,

Fibrinogen oder Faktor VIl lagen unterhalb des Detektionslimits.

Die Veranderung der Spezifischen VWF-Aktivititen wahrend des Reinigungsprozesses
(siehe Tabelle 3) zeigt, dass wahrend der ersten Chromatographie dieser Parameter nicht
positiv beeinflusst wird. Der erfindungsgeméRe zweite Chromatographische Schritt ist
dagegen hervorragend geeignet, die Spezifische VWF-Aktivitdt zu steigern, was einer

Abtrennung von wenig aktiven VWF-Molekilen entspricht.

Tabelle 3:
Plasmafraktion mittels Hydroxylapatit-Chromatographie im Technikumsmafstab

Erhéhung der spezifischen VWF-Aktivitét einer vorgereinigten VWF-haltigen

Spezifische Spezifische
VWEF-Antigen Aktivitat VWF-Aktivitat
[mg/mi] [E pro mg [E pro mg VWF-
Protein] Antigen]
Ausgang 1,43 36,4 96,5
Wertfraktion 1 0,67 68,7 87,5
Wertfraktion 2 0,13 107 171

VWF-Antigen und VWF-Aktivitdt wurden bestimmt wie in Beispiel 1 angegeben.
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Die Proteinbestimmung wurde nach dem Lambert-Beerschen Gesetz (A=¢-c-d)
durchgefiihrt, wobei
A=Absorption bei 280 nm
e=Absorptionskoeffizient (hier theoretischer Absorptionskoeffizient 0,75 cm?/mg)
c=Proteinkonzentration in mg/ml
d=Schichtdicke in cm.

Beispiel 3: Erhéhung der spezifischen VWF-Aktivitét einer vorgereinigten VWF-haltigen

Plasmafraktion mittels Fluoroapatit-Chromatographie

Die Ausgangslosung wurde entsprechend Beispiel 1 bis zur zweiten Chromatographie
prapariert. Die Proteinldsung enthielt bei einer Proteinkonzentration von 0,83 mg/mi eine
spezifische Aktivitat von 64,8 E/mg und eine spezifische VWF-Aktivitdt von 95,1 mg/ml.
Durch Zugabe von HCI wurde die Proteinlésung auf einen pH-Wert von 6,0 ftitriert.
Anschliefend wurde die Ldsung auf eine Fluoroapatit-Saule (CFT Typ 1, Bio-Rad,
Munchen, Deutschland) mit einem Gelbettvolumen von 13,2 ml aufgetragen, die im
Laufpuffer (20 mM Na-Phosphat pH 6,0) equilibriert worden war. Ein Teil des VWF wurde
gebunden. Eine Abtrennung von wenig aktiven VWF-Molekilen wurde durch eine erste
Elution mit einem Puffer erzielt, der 241 mM Na-Phosphat pH 6,0 enthielt (Wertfraktion 1).
Die Wertfraktion 2 mit einer Proteinkonzentration von 0,12 mg/ml und einem Gehalt an
VWF-Antigen von 0,06 mg/ml wurde im Anschluss mit 400 mM Na-Phosphat pH 6,0 eluiert.
Durch diesen chromatographischen Schritt konnte die spezifische VWF-Aktivitat auf 152 E /
mg VWF-Antigen erhtht werden. Die spezifische Aktivitdt wurde dabei auf 77 E / mg
Protein gesteigert. Aufgrund der schwécheren Bindung von VWF bei den gewéhlten pH-
Bedingungen findet keine komplette Bindung des VWF statt, so dass sich ein Teil in der
Durchlauffraktion befindet.
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Tabelle 4: Erhéhung der spezifischen VWF-Aktivitat einer vorgereinigten VWF-haltigen

Plasmafraktion mittels Fluoroapatit-Chromatographie

Spezifische Spezifische
VWF-Antigen Aktivitat VWF-Aktivitat
[mg/ml] [E pro mg [E pro mg VWF-
Protein] Antigen]

Ausgang 0,57 64,8 95,1

Durchlauf 0,07 47 1 89
Wertfraktion 1 0,06 39,3 71,7
Wertfraktion 2 0,06 77 162
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ascites. Cancer.: 58(11):2489-2493.

Fibrinogen-Antigen:
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receiving streptokinase therapy. Clin Chem.: 36(4):698-699.



WO 2006/029774 PCT/EP2005/009729

19

Anspriiche:

1. Verfahren zur Trennung von VWF mit hoher Aktivitét von VWF mit niedriger Aktivitat,
umfassend eine Chromatographie mit Hydroxylapatit als Chromatographie-Matrix.

2. Verfahren zur Herstellung einer Zusammensetzung mit hoher spezifischer VWF-
Aktivitat, dadurch gekennzeichnet, dass man eine VWF enthaltende Zusammensetzung

durch Hydroxylapatit-Chromatographie aufreinigt.

3. Verfahren zur Erhdhung der spezifischen VWF-Aktivitdt einer VWF enthaltenden
Zusammensetzung, dadurch gekennzeichnet, dass man die VWF enthaltende

Zusammensetzung einer Hydroxylapatit-Chromatographie unterwirft.

4, Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass VWF
an die Hydroxylapatit-Saulenmatrix gebunden wird, VWF mit niedriger spezifischer Aktivitat
herausgewaschen wird und anschlieRend VWF mit hoher spezifischer Aktivitét bei hdherer

Salzkonzen;[ration eluiert wird.

5. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass die
Chromatographie bei einem pH-Wert zwischen 5 und 7, vorzugsweise zwischen 5,5 und 6,8

durchgefihrt wird.

6. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dass als

Laufpuffer eine Natrium- bzw. Kaliumphosphat-haltige Lésung verwendet wird.

7. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, dass der
Waschpuffer 100-300 mM, vorzugsweise 200-300 mM, und der Elutionspuffer 200-500 mM,
vorzugsweise 300-400 mM Natrium- oder Kaliumphosphat enthélt.

8. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, dass

zunéchst eine Durchlaufchromatographie mit Hydroxylapatit durchgefiihrt wird, die



WO 2006/029774 PCT/EP2005/009729

20

Durchlauffraktion unter bindenden Bedingungen rechromatographiert und das Zielprotein

als hochreine VWF-Fraktion eluiert wird.

9. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, dass man

keramisches Hydroxylapatit verwendet.

10.  Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, dass das keramische

Hydroxylapatit vom Typ | bzw. Typ Il ist.

11.  Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 10, dadurch gekennzeichnet, dass als

Ausgangsmaterial eine vorgereinigte Plasmafraktion verwendet wird.

12.  Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 11, dadurch gekennzeichnet, dass als

Ausgangsmaterial eine weiter aufgereinigte Kryoprazipitat-Lésung verwendet wird.

13.  Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 12, dadurch gekennzeichnet, dass als
Ausgangsmaterial eine mit Aluminiumhydroxid geféllte Kryoprézipitat-Loésung verwendet

wird.

14.  Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 13, dadurch gekennzeichnet, dass als
Ausgangsmaterial eine chromatographisch vorgereinigte ~Aluminiumhydroxid-gefailte

Kryopréazipitat-Losung verwendet wird.

15.  Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 14, dadurch gekennzeichnet, dass vor
der Hydroxylapatit-Chromatographie eine pH-Fallung zur Abtrennung von Fibronektin

durchgefiihrt wird.

16. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 10, dadurch gekennzeichnet, dass als

Ausgangsmaterial eine Proteinlésung mit rekombinant hergestelitem VWF verwendet wird.

17.  Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 16, dadurch gekennzeichnet, dass das

verwendete Hydroxylapatit Fluoridionen enthait.

18.  Verwendung von Hydroxylapatit zur Trennung von VWF-Molekiilen hoher Aktivitat
von VWF-Molekiilen niedriger Aktivitat.
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19.  Verwendung von Hydroxylapatit zur Herstellung eines VWF-Préparats mit hoher
spezifischer VWF-Aktivitat.

20.  Verwendung von Hydroxylapatit zur Erhéhung der spezifischen VWF-Aktivitét einer

VWF enthaltenden Zusammensetzung.

21.  VWF enthaltende Zusammensetzung erhéltlich durch ein Verfahren nach einem der

Ansbri]che 1 bis 16.

22. VWF enthaltende Zusammensetzung, dadurch gekennzeichnet, dass sie eine

spezifische Aktivitét von wenigstens 120 E/mg Protein aufweist.

23. Zusammensetzung nach Anspruch 21 oder 22, dadurch gekennzeichnet, dass sie
weiterhin eine spezifische VWF-Aktivitat von wenigstens 120 E/mg VWF-Antigen aufweist.

24 Verwendung einer Zusammensetzung nach einem der Anspriiche 21 bis 23 zur

Behandlung des von Willebrand-Syndroms.
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