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Fortschritte bei der Herstellung klinisch verwendbarer,
humaner Plasmafraktionen

Von Dr. P. Kistler, Zentrallaboratorium des Blutspendedienstes des Schweiz. Roten
Kreuzes, Bern, und Theodor-Kocher-Institut, Bern

Es ist, heute bekannt, daB das menschliche Plasma wahrscheinlich iiber
100 verschiedene Eiweilkorper enthilt. Sie sind Triger unterschiedlichster
physiologischer Funktionen. Bisher wurden ihrer ungefihr 50 sicher nachge-
wiesen und zum Teil auch isoliert {1].

Nur verhdltnismaBig wenige dieser Proteine und Proteide sind bis heute
niher erforscht. Immerhin sind von einigen ihre Funktionen ziemlich gut be-
kannt. So ist beispielsweise das Albumin, das allein gut die Hélfte der gesamten
PlasmaeiweiBle ausmacht, verantwortlich fir die Konstanthaltung des Blut-
volumens. Ist dieses zu klein im Verhéltnis zum Volumen des BlutgefiBsystems,
so ist ein gefihrlicher Schockzustand die Folge. Die Gruppe der sogenannten
Gammaglobuline ist Triger der Abwehrreaktionen des Korpers gegen Infek-
tionskrankheiten (Immunitit); andere Stoffe wie das Fibrinogen nehmen am
Blutgerinnungsmechanismus teil, und wieder andere tragen Blutgruppeneigen-
schaften.

Von diesen Erkenntnissen ausgehend, stellte nun Prof. E. J. Cohn in Boston ")
die Uberlegung an, daB es eigentlich sinnlos sei, einem Patienten, der zur Be-
handlung eines Leidens nur der einen oder anderen Plasmakomponente bediirfe,
gleich alle zu geben. Gelinge es, aus Plasma verschiedene Komponenten zu
isolieren, so wire damit die Moglichkeit einer viel rationelleren Auswertung des
kostbaren Stoffes gegeben, indem sich aus dem gleichen Quantum Plasma ver-
schiedene Produkte zu verschiedenen Zwecken und woméglich noch in wirk-

1) Prof. E. J. Cohn, Harvard Medical School, Boston, Mass., USA (}1953) war einer der Be-
griinder der modernen EiweiBlchemie. Er hat vor allem der biochemischen und medizinischen
Erforschung der Blutproteine suf der ganzen Welt einen ungeheuren Auftrieb gegeben.
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sameren Konzentrationen gewinnen lieBen. Prof. Cohn wuBlte aus seinen Uber-
legungen die Konsequenzen zu ziehen. Mit einem Stab ausgezeichneter Mit-
arbeiter und mit fast unbeschrinkter Finanzhilfe des Staates ging er wihrend
des Zweiten Weltkrieges mit Energie an die Verwirklichung seiner Ideen. Die
Resultate dieser Bemiihungen sind die heute klassisch gewordenen Cohnschen
Fraktionierungsmethoden zur Isolierung einer Reihe wichtiger Eiweilkorper
aus dem menschlichen Plasma [2,3,4]. Die Methoden bauen auf der Tatsache
auf, daB Proteine nicht unter allen Umsténden gleich gut 16slich sind. Die Los-
lichkeiten héngen vor allem vom Salzgehalt des Losungsmittels (Ionenstérke)
und von seinem Gehalt an Wasserstoffionen (pH) ab. Es ist bekannt, daf alle
EiweiBkorper Triger mehr oder weniger starker elektrischer Ladungen sind.
Unterschiede im Ladungszustand haben nun zur Folge, daB sich fiir jedes Pro-
tein individuelle Bedingungen finden lassen, unter denen seine Ldslichkeit
minimal ist. Zusiitze von organischen Losungsmitteln, wie Alkohol, Ather,
Azeton, wirken fast allgemein 18slichkeitsvermindernd, solche gewisser Schwer-
metallionen wie Zn- -, Hg- - oftmals direkt fillend (schwerl6sliche Salze). All
diese Kriterien wurden von der Cohnschen Schule zum Aufbau ihrer Fraktio-
nierungsmethoden verwendet.

Der Blutspendedienst des Schweizerischen Roten Kreuzes hat von Anbeginn
an zu seinen Pflichten auch die Herstellung klinisch verwendbarer Plasma-
fraktionen gerechnet und diese Aufgabe einer speziellen Abteilung, der Fraktio-
nierungsabteilung, iibertragen. Diese Abteilung hat daneben noch andere Auf-
gaben. Wenn der Blutspendedienst es sich auch nicht leisten kann und darf,
eigentliche Grundlagenforschung zu betreiben, so muf er doch, wie jeder andere
technische Betrieb, wissenschaftlich auf der Hohe bleiben. Die Fortschritte der
Forschung miissen stéindig verfolgt werden, und es muBl die Méglichkeit be-
stehen, die Forschungsergebnisse anderer auf ihre praktische Anwendbarkeit
zu priifen und eventuell fiir die eigenen Bediirfnisse anzupassen.

Wenn auch die Cohnschen Ideen wohl kaum je bis in die letzten Konsequen-
zen praktisch verwirklicht werden konnen, so haben sich doch bis heute ver-
schiedene Plasmafraktionen ihre festen Anwendungsgebiete in der Medizin
erobert. Albumin kann in manchen Fillen Plasma mit Vorteil ersetzen, beson-
ders iiberall dort, wo es gilt, dem Korper arteigenes Protein in konzentrierter
Form moglichst ohne Begleitstoffe, vor allem ohne Salz, zuzufithren. Gamma-
globuline werden zur Prophylaxe oder zur Milderung verschiedener Infektions-
krankheiten verwendet und haben sich vor allem bei Masern und bei der epi-
demischen Gelbsucht bewihrt. Bis zum FErscheinen der Salk-Vakzine war
Gammaglobulin das einzige Mittel, fiir das eine deutliche, wenn auch nur be-
schrinkte prophylaktische Wirkung bei Kinderlihmung nachgewiesen worden
war. In neuester Zeit wurde oft eine verbliiffende Wirksamkeit hoher Gamma-
globulindosen bei gewissen bakteriellen Infektionen festgestellt [5]. Dem Fibri-
nogen kommt bei akuten Afibrinogenéimien oft lebensrettende Bedeutung zu.
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Neben Albumin, Gammaglobulin und Fibrinogen werden ab und zu noch
andere Priparate fir spezielle Zwecke hergestellt. Es seien hier nur das anti-
hdmophile Globulin genannt, das von Zeit zu Zeit fiir die Behandlung von Blu-
tern dringend verlangt wird, oder mit radicaktiven Elementen markierte Ei-
weillpraparate, die in den Kliniken fiir alle méglichen Priifungen eine immer
wichtigere Stellung einzunehmen beginnen.

Es ist ein besonders giinstiger Umstand, daB fiir die Fraktionierung nicht
wertvolles Plasma der Trockenplasmafabrikation entzogen werden mufl. Die
Fraktionierung kann namlich sehr gut mit Plasma durchgefiithrt werden, das
sich aus irgendeinem Grunde nicht zur Herstellung von Trockenkonserven

Tabelle 1:
Schema der vereinfachten Plasmafraktionierung naeh Nitsehmann, Kistler und Lergier
Plasma (59, Protein, citrat- und
aand evtl. glukosehaltig)
89/ Alkohol (0°)
pH 7.2
Fallung

Zentrifugat zu:

199, Alkohol (~5°) Fraktion 1
pH 58 Fibrinogen,
Antihamophiles

Globulin u. .

Fallung
I
Zentrifugat zu: Niederschlag A
409, Alkohol (- 8°) l
H 4.8
P Extrahieren mit
179, igem Alkohol (- 6°)
Ionenstarke 0,01
Fallung
i 1
Zentrifugat Rohalbumin. ..
t
verworfen Auflésen (109, Ritckstand
Alkohol, pH 4,6) i
- und §-
klaren, gefrieren Globulin
trocknen .
Zentrifugat zu:
259/, Alkohol (- 7°)
. pH 7,0
Albumin
Fallung
] i
Zentrifugat .
v-Globulin
verworfen Gefriertrocknen




eignet. Dahin gehdren vor allem die 209, die seit der Einfiihrung der Einzel-
zentrifugierung regelméBig abfallen, sowie alles Plasma von Spendern, die ein-
mal eine Gelbsucht durchgemacht haben. Die Fraktionierungsabteilung hat
somit nebenbei eine besonders dankbare Aufgabe zu erfiillen, indem sie es erst
ermdoglicht, wirklich alles gespendete Blut in medizinisch wertvolle Produkte
iiberzufithren.

Die Cohnschen Fraktioniermethoden ergeben Albumin- und Gamma-Globu-
linpriparate von sehr grofer Reinheit (nur 1 bis 29, Begleitproteine). Der
Arbeitsaufwand ist aber sehr erheblich, und die hohe Reinheit mull mit relativ
schlechten Ausbeuten erkauft werden. Bei einem so knappen und kostbaren

Tabelle 2:

Albumin und Gamma-Globulin nach Cohnschen Methoden 6 und 9 und nach der Berner
Methode, aus dem gleichen Plasma hergestelit

Boston Bern

Reinheit (elektrophoretisch) in %

Albumin ca. 98 ca. 96

p-Globulin ca. 96 ca. 96
Ausbeute in 9, Reinsubstanz bezogen auf
Gesamtmenge in Plasma

Albumin ca. 60 ca. 90

y-Globulin ca. 55 ca. 75
Alkoholverbrauch in 1 52 36,5
fiir 50 1 Plasma 48 27,5

Material wie dem menschlichen Plasma sind gréfere Ausbeuteverluste auf die
Linge nicht tragbar, dies um so mehr, als es bei Fraktionen, die klinisch ver-
wendet werden sollen, tberfliissig scheint, die anderen Plasmaproteine so voll-
standig zu eliminieren. Unser Ziel war deshalb eine moglichst einfache Methode,
um Albumin und Gammaglobulin in maximaler Ausbeute aus Mischplasma
zu isolieren. Unter Verwendung von Erfahrungen der Cohnschen Gruppe (4]
und von H. F. Deutsch [6] gelang es uns, eine Fraktioniermethode zu entwickeln,
die den gestellten Forderungen voll entspricht. Da sie in extenso publiziert
worden ist |7], seien hier nur die wichtigsten Schritte in einem Schema wieder-
gegeben (Tabelle 1).%)

Vor bald zwei Jahren ist die neue Methode in die Fabrikation eingefiihrt
worden. Seither ist es méglich, in kiirzerer Zeit viel mehr Plasma auf Albumin
und Gammaglobulin zu verarbeiten, wobei erst noch die Ausbeuten wesentlich
héher sind. Mit Genugtuung darf vermerkt werden, dafl auch auslindische Blut-

1) Diese Arbeiten wurden in enger Zusammenarbeit zwischen dem Zentrallaboratorium
des Blutspendedienstes und einer Forschungsgruppe an der Universitét Bern unter der Lei-
tung von Prof. Dr. H. Nitschmann durchgefiihrt. Dem Schweiz. Nationalfonds zur Forderung
der wissenschaftlichen Forschung sei fiir seine groQziigige finanzielle Unterstiitzung auch an
dieser Stelle gedankt.
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spendezentren sich lebhaft fiir unsere Methode interessieren und sie zum Teil
auch schon praktisch anwenden. Die giinstigen Ergebnisse wurden dabei be-
stitigt. Im Neubau des Zentrallabors des Blutspendedienstes ist nun auch die
Fraktionierungsabteilung gut untergebracht. GroBziigige, moderne Kiihlein-
richtungen und Laboratorien gestatten es, wenn nétig bis zu 50 Liter Plasma
wochentlich zu fraktionieren.

Der Blutspendedienst ist heute in der Lage, die folgenden Priparate zur
Verfiigung zu stellen:

Albumin in 100-ml-Flaschen als 15proz., sterile, pyrogenfreie Losung. Nach
Zusatz von 3%, Glukose (Isotonie) und gewisser Stabilisatoren wird eine Warme-
behandlung wihrend 10 h bei 60° vorgenommen. Dies gewiihrleistet Inaktivie-
rung allfillig noch vorhandener, pathogener Viren, insbesondere von Hepatitis-
virus [8]. Jeder Ansatz wird vor Freigabe beziiglich Sterilitdat, Pyrogenfreiheit,
Toxizitdt und Hitzestabilitdt gepriift. 100 ml dieser salzarmen Ldsung ent-
sprechen kolloidosmotisch ungefahr 350 ml Plasma und vermégen etwa 250 ml
Wasser ins Kreislaufsystem zu ziehen. Der Natriumgehalt ist etwa sechsmal
geringer als bei der kolloidosmotisch gleichwertigen Plasmamenge.

Gammaglobulin wird in Ampullen zu 2 und 5 ml 16proz. Lisung abgegeben.
Auch dieses Priparat wird selbstverstéindlich allen notwendigen Sicherheits-
priifungen unterzogen. Das y-Globulin des Schweizerischen Roten Kreuzes ist
erwiesenermaflen praktisch hepatitissicher [9].

Fibrinogen und Antihdmophilieglobulin werden als Cohnsche Fraktion I
gelst, ultraviolett bestrahlt und in dem Abgabebehidlter zu 250 bzw. 25 ml
der Gefriertrocknung unterworfen. Vor Gebrauch miissen diese Priparate in
pyrogenfreiem Wasser geldst werden. Es ist vielleicht hier noch erwdhnenswert,
dafl Fibrinogen und Antihdmophilieglobulin zwar in der gleichen Fraktion
erhalten werden; wihrend fir die Fibrinogenherstellung jedoch das Alter des
Ausgangsplasmas keine entscheidende Rolle spielt, mul zur Erhaltung der
Antihdmophilieaktivitit das Plasma im Zeitraume von wenigen Stunden nach
der Blutentnahme verarbeitet werden.

Zusammenfassung:

Es wird kurz auf die Umstédnde hingewiesen, die zur Plasmafraktionierung fiihrten.
Von den vielen bekannten Fraktionen haben gegenwirtig nur Fibrinogen, y-Globulin und
Albumin praktische Bedeutung. Diese Gegebenheit ermoglichte es, die klassischen Cohn-
Methoden zu vereinfachen und bessere Ausbeuten zu erzielen. Eine vereinfachte Methode
zur Gewinnung von Fibrinogen, y-Globulin und Albumin ist kurz beschrisben. SchlieBlich
wird auf die Eigenschaften und klinischen Verwendungsméglichkeiten der Praparate hin-
gewiesen.

Summary:

The reasons for plasma-fractionation are mentioned. Today from the great number
of known fractions only fibrinogen, y-globulin and albumin are important for the clinician.
This made it possible to modifie Cohn’s classical fractionation methods in ordre to obtain
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better yields. A simple method for the produetion of fibrinogen, gamma-globulin and
albumin is mentioned. Finally the properties of these fractions and the possibilities of
their use in medecin are recalled.
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Ueber die Herstellung und Priifung der SALK-Vakzine

von Dr. G. Weisflog, Sektionschef am Eidg. Gesundheitsamt, Bern

Der Surgeon-General der Vereinigten Staaten hat die Salk-Vakzine im Mai
1955 wie folgt umschrieben: «Die Vakzine wird derart hergestellt, daf der in
ihr verbleibende Rest an infektiésem Virus unterhalb einer Konzentration
bleibt, welche vermittels Gewebekultur oder am Affen gefunden werden kann
oder die fiir den Menschen schidlich ist. »

Der Impfstoff besteht aus einer vermittels Formalin inaktivierten Suspen-
sion von Poliomyelitisvirus, die aber die Bildung von Antikérpern noch aus-
l6sen kann. Er ist das Resultat einer rapiden Entwicklung und intensiven For-
schung, welche dank der grofiziigigen finanziellen Unterstiitzung durch das
amerikanische Publikum erméglicht worden ist.

Dr. Jonas Salk, nach dem der Impfstoff benannt wird, konnte sich auf
folgende grundlegende Erkenntnisse stiitzen.

1. Enders, Weller und Robbin haben 1949 Poliovirus erstmals auf extra-
neuralem Gewebe in vitro geziichtet.

L

1951 wurde es klar, daB mindestens drei immunologisch verschiedene Virus-
arten bestehen, deren Prototypen folgende Namen tragen: Brunhilde (Name
eines Schimpansen), Lansing (Stadt in Michigan) und Leon (Knabenname
aus Los Angeles). Die drei Typen waren somit im Impfstoff zu berticksichti-
gen.

3. Neben die frithere Hypothese eines streng neurotropen Infektionsweges
trat die Erkenntnis einer moglichen Virdmie als transitorischer Zustand
zwischen primirer, indifferenter Infektion des Magen-Darm-Traktes und
irreversibler Infektion des Nervensystems. Die Anwesenheit von Poliovirus
im Blut wurde durch direkte Isolierung, die Unterbrechung des Zyklus
durch Verabreichung von Gammaglobulin im Tierversuch sowie in den
Feldversuchen der Jahre 1952 bis 1953 bewiesen. Der statistisch ermittelte
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