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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-Insti tut ,  Bern 

Es ist heute bekannt, dab das menschliche Plasma wahrscheinhch fiber 
100 verschiedene EiweiBkSrper enth~lt. Sic sind Tr~ger unterschiedliehster 
physiologiseher Funktionen. Bisher wurden ihrer ungef~hr 50 sicher nachge- 
wiesen und zum Teil auch isoliert [1]. 

Nur verhaltnism~fiig wenige dieser Proteine und Proteide sind his heute 
n~her erforseht. Immerhin sind yon einigen ihre Funktionen ziemlich gut be- 
kannt. So ist beispielsweise das Albumin, das anein gut die H~lfte der gesamten 
PlasmaeiweiBe ausmacht, verantwortlich ffir die Konstanthaltung des Blut- 
volumens. Ist  dieses zu klein im Verh~ltnis zum Volumen des Blutgef~Bsystems, 
so ist ein gef~hrlicher Schockzustand die Folge. Die Gruppe der sogenannten 
Gammaglobuline ist Tr~ger der Abwehrreaktionen des K6rpers gegen Infek- 
tionskrankheiten (Immunit~Lt); andere Stoffe wie das Fibrinogen nehmen am 
Blutgerinnungsmechanismus teil, und wieder andere tragen Blutgruppeneigen- 
sehaften. 

Von diesen Erkenntnissen ausgehend, stellte nun Prof. E. J.  Cohn in Boston 1) 
die ~berlegung an, dab es eigentlich sinnlos sei, einem Patienten, der zur Be- 
handlung eines Leidens nut  der einen oder anderen Plasmakomponente bedfirfe, 
gleich alle zu geben. Gel~nge es, aus Plasma versehiedene Komponenten zu 
isolieren, so w~re damit die MSglichkeit einer viel rationelleren Auswertung des 
kostbaren Stoffes gegeben, indem sich aus dem gleichen Quantum Plasma ver- 
sehiedene Produkte  zu verschiedenen Zwecken und womSglieh noch in wirk- 

1) Prof. E. J.  Cohn, Harvard Medical School, Boston, Mass., USA (t 1953) war einer tier Be- 
griinder der modernen Eiweil3chemie. Er hat vor allem der biochemischen und medizinischen 
Erforschung der Blutproteine auf der ganzen Welt einen ungeheuren Auftrieb gegeben. 
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sameren Konzentrationen gewinnen lieBen. Prof. Cohn wu~te aus seinen ~ber-  
legungen die Konsequenzen zu ziehen. Mit einem Stab ausgezeichneter Mit- 
arbeiter und mit fast unbeschr~nkter Finanzhilfe des Staates g inger  w~hrend 
des Zweiten Weltkrieges mit Energie an die Verwirklichung seiner Ideen. Die 
Resultate dieser Bemiihungen sind die heute klassisch gewordenen Cohnsehen 
Fraktionierungsmethoden zur Isolierung einer Reihe wiehtiger EiweiBkSrper 
aus dem menschlichen Plasma [2, 3, 4]. Die Methoden bauen auf  d er Tatsaehe 
auf, dab Proteine nicht unter  allen Umst~nden gteich gut 15slieh sind. Die LSs- 
lichkeiten h~ngen vor allem vom Salzgehalt des LSsungsmittels (Ionenst~rke) 
und von seinem Gehalt an Wasserstoffionen (pH) ab. Es ist bekannt, dab alle 
EiweiBk5rper Tr~ger mehr oder weniger starker elektrischer Ladungen sind. 
Unterschiede im Ladungszustand haben nun zur Folge, dab sieh fiir jedes Pro- 
tein individuelte Bedingungen finden lassen, unter denen seine LSsliehkeit 
minimal ist. Zus~tze yon organischen LSsungsmitteln, wie Alkohol, ~ther,  
Azeton, wirken fast allgemein 15slichkeitsvermindemd, solche gewisser Schwer- 
metallionen wie Z n " ,  Hg ' "  oftmals direkt f~llend (sehwerl6sliche Salze). All 
diese Kriterien wurden v o n d e r  Cohnschen Schule zum Aufbau ihrer Fraktio- 
nierungsmethoden verwendet. 

Der Blutspendedienst des Schweizerischen Roten Kreuzes hat yon Anbeginn 
an zu seinen Pflichten auch die Herstellung klinisch verwendbarer Plasma- 
fraktionen gerechnet und diese Aufgabe einer speziellen Abteilung, der Fraktio- 
nierungsabteilung, fibertragen. Diese Abteitung hat daneben noeh andere Auf- 
gaben. Wenn der Blutspendedienst es sieh auch nicht leisten kann und darf, 
eigentliche Grundtagenforschung zu betreiben, so muB er doch, wie jeder andere 
technische Betrieb, wissenschaftlich auf  der HShe bleiben. Die Fortsehritte der 
F~rsehung miissen st~ndig verfotgt werden, und es mug die MSgliehkeit be- 
stehen, die Forschungsergebnisse anderer auf ihre praktische Anwendbarkeit 
zu priifen und eventuell fiir die eigenen Bedfirfnisse anzupassen. 

Wenn auch die Cohnschen Ideen woht kaum je bis in die letzten Konsequen- 
zen praktisch verwirklieht werden kSnnen, so haben sich doch bis heute ver- 
schiedene Plasmat~raktionen ihre festen Anwendungsgebiete in der Medizin 
erobert. Albumin kann in manchen F~llen Plasma mit Vorteil ersetzen, beson- 
ders iiberatl dort, w o e s  gilt, dem KSrper arteigenes Protein in konzentrierter 
Form mSglichst ohne Begleitstoffe, vor allem ohne Salz, zuzufiihren. 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 bew~hrt. Bis zum Erscheinen der Salk-Vakzine war 
Gammaglobulin das einzige Mitre], fiir das eine deutliche, wenn auch nur  be- 
sehr~nkte prophylaktische Wirkung bei Kinderlahmung nachgewiesen worden 
war. In  neuester Zeit wurde oft eine verbHiffende Wirksamkeit hoher Gamma- 
globulindosen bei gewissen bakteriellen Infektionen festgestellt [5]. Dem Fibri- 
nogen kommt  bei akuten Afibrinogen~mien oft lebensrettende Bedeutung zu. 
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Neben  Albumin,  Gammaglobul in  und  Fibr inogen werden ab und  zu noch 
andere  P r~para te  ffir spezielle Zwecke hergestellt .  Es seien hier nu r  das anti-  
h~mophite Globulin genannt ,  das yon  Zeit  zu Zeit ffir die Behandlung  yon  Blu- 
t e rn  dr ingend ver langt  wird, oder  mi t  radioakt iven E lemen ten  mark ie r te  Ei- 
weiSpr~parate,  die in den Kl in iken  fiir alle mSglichen Prf i fungen eine immer  
wichtigere Stellung e inzunehmen beginnen.  

Es !st ein besonders  giinstiger Ums tand ,  dab ffir die Frak t ion ie rung  nicht  
wertvolles P lasma der Trockenplasmafabr ika t ion  entzogen werden mu$.  Die 
Frak t ion ie rung  kann  n~mlich sehr gu t  mi t  Plasma durchgeff ihr t  werden, das 
sich aus i rgendeinem Grunde  nicht  zur Herstel lung yon  Trockenkonserven  

Tabetle 1 : 
Schema der vereinfachten Plasmafraktionierung nach Nitschmann, Kistler und Lergier 

Plasma (50~o Protein, citrat- und 
evtl. glukosehaltig) 

o/ Alkohol (0 °) 8 / o  

pH 7,2 

FMlung 

Zentrifugat zu : 
19% Alkohol (-5 °) 
pH 5,8 

Fraktion 1 

Fibrinogen, 
AntihAmophiles 
Globulin u. a. 

! 
Zentrifugab 
verworfen 

Zentrifugat zu: 
40O,/o Alkohol (- 8 °) 
pH 4,8 

F~llung 

F~tI~g 
! 

Rohalbumin. 
Aufl6sen (10% 
Alkohol, pH 4,6) 

kl/~ren, gefrieren 
trocknen 

t 
I  lbumin i 

~ llll 
Zentrifugat 
verworfen 

! 
Niederschlag A 

I 
Extrahieren mit 
17%igem Alkohol (- 6 °) 
Ionenstarke 0,01 

i Riickstand 
i 

0¢- und/~- 
Globulin 

Zentrifugat zu : 
25% Alkohol (- 7 °) 
pH 7,0 

Fallung 
! 

I 7_Globulin 
Gefriertrocknen 

i I 
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eignet. Dahin gehSren vor allem die 20~/o, die seit der Einfiihrung der Einzel- 
zentrifugierung regelmgBig abfallen, sowie alles Plasma yon Spendern, die ein- 
mal eine Gelbsucht durchgemacht haben. Die Frakti0nierungsabteilung hat 
somit nebenbei eine besonders dankbare Aufgabe zu erfiillen, indem sie es erst 
ermSglicht, wirklieh alles gespendete B]ut in mediziniseh wertvolle Produkte  
iiberzufiihren. 

Die Cohnschen Fraktioniermethoden ergeben Albumin- und Gamma-Globu- 
linprgparate yon sehr groBer Reinheit (nur 1 bis 2% Begleitproteine). Der 
Arbeitsaufwand ist aber sehr erheblich, und die hohe Reinheit mut3 mit relativ 
schlechten Ausbeuten erkauft werden. Bei einem so knappen und kostbaren 

T a b e l l e  2 :  

Albumin  und Gamma-Globul in  nach  Cohnsehen Methoden 6 und 9 und nach  der Berner 
Methode,  aus  dem gle iehen P l a s m a  hergestel l t  

Boston B e r n  

R e i n h e i t  (e lek t rophore t i sch)  in % 
A l b u m i n  
y-Globul in  

A u s b e u t e  in  % R e i n s u b s t a n z  bezogen a u f  
G e s a m t m e n g e  in P l a s m a  

A l b u m i n  
y-Globul in  

A l k o h o l v e r b r a u e h  in t 
fiir 50 1 P l a s m a  

ca. 98 
ca. 96 

ca, 60 
ca. 55 

52 
48 

ca. 96 
ca. 96 

ca. 90 
ca. 75 

36,5 
27,5 

Material wie dem menschliehen Plasma sind gr6Bere Ausbeuteverluste auf  die 
L~nge nicht tragbar, dies um so mehr, als es bei Fraktionen, die klinisch ver- 
wendet werden sollen, iiberflfissig scheint, die anderen Plasmaproteine so voll- 
st~ndig zu eliminieren. Unser Ziel war deshalb eine mSgliehst einfache Methode, 
um Albumin und Gammagtobulin in maximaler Ausbeute aus Mischplasma 
zu isotferen. Unter  Verwendung von Erfahrungen der Cohnschen Gruppe [4] 
und yon H. F. Deutsch [6] gelang es uns, eine Fraktioniermethode zu entwickeln, 
die den gestetlten Forderungen roll entspricht. Da sie in extenso pubfiziert 
worden ist [7], seien hier nur die wichtigsten Schritte in einem Schema wieder- 
gegeben (Tabelte 1). ~) 

Vor bald zwei Jahren ist die neue Methode in die Fabrikation eingefiihrt 
worden. Seither ist es mSglich, in kfirzerer Zeit viel mehr Plasma auf  Albumin 
und Gammaglobulin zu verarbeiten, wobei erst noch die Ausbeuten wesentlich 
hSher sind. Mit Genugtuung darf  vermerkt werden, dab auch ausl~ndische Blur- 

z) Diese  A r b e i t e n  w u r d e n  in e n g e r  Z u s a m m e n a r b e i t  zwischen  d e m  Z e n t r a l l a b o r a t o r i u m  
des  B l u t s p e n d e d i e n s t e s  u n d  e iner  F o r s c h u n g s g r u p p e  a n  de r  U n i v e r s i t ~ t  B e r n  mater  der  Lei-  
t u n g  yon  Prof .  Dr .  H .  N i t s c h m a n n  durchgef f ih r t .  D e m  Schweiz.  N a t i o n a l f o n d s  zu r  F S r d e r u n g  
der wlssenscha f t l i chen  F o r s c h u n g  sei  fiir se ine  grol3ziigige f inanziel le U n t e r s t i i t z u n g  a u c h  an 
dieser Stelle g e d a n k t .  
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spendezentren sieh lebhaft fiir unsere Methode interessieren und sic zum Teil 
auch schon praktiseh anwenden. Die giinstigen Ergebnisse wurden dabei be- 
sti~tigt. Im Neubau des Zentrallabors des Blutspendedienstes ist nun auch die 
Fraktionierungsabteilung gut untergebraeht. GroBziigige, moderne Kiihlein- 
richtunge n und Laboratorien gestatten es, wenn nStig bis zu 50 Liter Plasma 
w5chentlich zu fraktionieren. 

Der Blutspendedienst ist heute in der Lage, die folgenden Pr~parate zur 
Verfiigung zu stellen: 

Albumin in 100-ml-Flasehen als 15proz., sterile, pyrogenfreie LSsung. Nach 
Zusatz yon 3 % Glukose (Isotonic) und gewisser Stabilisatoren wird eine W~rme- 
behandlung wi~hrend 10 h bei 60 ° vorgenommen. Dies gew~hrleistet Inaktivie- 
rung atlfi~llig noch vorhandener, pathogener Viren, insbesondere von Hepatitis- 
virus [8]. Jeder Ansatz wird vor Freigabe beztiglich Sterilit~t, Pyrogenfreiheit, 
Toxizitiit und Hitzestabilit~t gepriift. 100 ml dieser satzarmen L6sung ent- 
sprechen kolloidosmotisch ungef~hr 350 ml Plasma und verm6gen etwa 250 ml 
Wasser ins Kreislaufsystem zu ziehen. Der Natriumgehalt ist etwa sechsmal 
geringer als bei der kolloidosmotisch gleiehwertigen Plasmamenge. 

Gammagl0bulin wird in Ampullen zu 2 und 5 ml 16proz. LSsung abgegeben. 
Auch dieses Pr~parat wird selbstverst~ndlich allen notwendigen Sicherheits- 
priifungen unterzogen. Das ?-Globulin des Schweizerischen Roten Kreuzes ist 
erwiesenerma~en praktisch hepatitissieher [9]. 

Fibrinogen und Antihi~mophilieglobulin werden als Cohnsche Fraktion I 
gelSst, ultraviolett bestrahlt und in dem .Abgabebeh~lter zu 250 bzw. 25 ml 
der Gefriertrocknung unterworfen. Vor Gebrauch miissen diese Pr~parate in 
pyrogenfreiem Wasser gelSst werden. Es ist vielleieht hier noch erw~hnenswert, 
dal3 Fibrinogen und Antihi~mophilieglobulin zwar in der gleiehen Fraktion 
erhalten werden; wi~hrend ftir die Fibrinogenherstellung jedoch das Alter des 
Ausgangsplasmas keine entscheidende Rolle spielt, muB zur Erhaltung der 
Antih~tmophilieaktivit~t das Plasma im Zeitraume yon wenigen Stunden nach 
der Blutentnahme verarbeitet werden. 

Zusammenlassung : 

Es wird kurz auf die Umst~nde hingewiesen, die zur Plasmafraktionierung fiihrten. 
Von den vielen bekannten Fraktionen haben gegenw~rtig nur Fibrinogen, y-Globulin lind 
Albumin praktisehe Bedeutung. Diese Gegebenheit erm6glichte es, die klassischen Cohn- 
Methoden zu vereinfachen und bessere Ausbeuten zu erzielen. Eine vereinfachte Methode 
zur Gewinnung yon Fibrinogen, y-Globulin und Albumin ist kurz beschrieben. Schliei]lich 
wird auf die Eigenschaften und klinischen VerwendungsmSglichkeiten der Pr~parate 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 production of fibrinogen, gamma-globulin and 
albumin is mentioned. Finally the properties of these fractions and the possibilities of 
their use in medeein are recalled. 

Literaturverzeiehnis 

[1] Cohn E . . J . :  Experientia 3, 125 (1947). 
[2] Cohn E. J . :  et al.: J. Am. Chem. Soc. 68, 459 (1946). 
[3] Oncley J .  L. et al.: J. Am. Chem. Soc. 71, 541 (1949). 
[4] Cohn E. J .  et al.: J. Am. Chem. Soc. 72, 465 (1950). 
[5] Barandun S. trod Hdssiy A.:  Pubtikation in Vorbereitung. 
[6] Deutsch H.  F.  et al.: J. Biol. Chem. 164, 109 (1946). 
[7] Nitschmann H.,  Kistler P.  und Lergier W.: Helv. Chim. Acta 37, 866 (1954). 
[8] GeUis et al.: J. elin. Invest. 27, 239 (1948). 
[9] Berger 2~I., Hdssig A.  und Zum~tein P.:  Heir. Chim. Acta 37, 1554 (1954). 

Ueber die Herstellung und PriJfung der SALK-Vakzine 
yon Dr. G. Weisflog, Sektionsehef am Eidg. Gesundheitsamt, Bern 

Der  Surgeon-General  der  Vereinigten S taa ten  ha t  die Salk-Vakzine im Mai 
1955 wie folgt umschr ieben:  (~ Die Vakzine wird derar t  hergestell t ,  daf~ der in 
ihr verble ibende Rest  an infekt iSsem Virus un terha lb  einer Konzen t r a t i on  
bleibt, welche vermi t te l s  Gewebekul tur  oder  am Affen gefunden werden kann  
oder  die fiir den Mensehen schiidlieh ist. ,) 

Der  Impfs tof f  bes teht  aus einer vermit te ls  Formal in  inakt iv ie r ten  Suspen- 
sion von Poliomyeli t isvirus,  die aber  die Bi ldung von Ant ikSrpern  noch aus- 
15sen kann.  E r  ist das Resu l ta t  einer rap iden  Entwicklung  und  in tensiven For-  
schung, welche dank  der gro~ztigigen finanziellen Unters t t i tzung durch  das 
amer ikanische  Pub l i kum ermSglieht  worden  ist. 

Dr. Jonas  Salk, nach dem der Impfs toff  benann t  wird, konn te  sich au f  
folgende grundlegende Erkenn tn i s se  stt i tzen. 

1. Enders ,  Weller  und Robb in  haben 1949 Poliovirus erstmals auf  extra-  
neura lem Gewebe in v i t ro  gezi ichtet .  

2. 1951 wurde  es klar, daG mindes tens  drei  immunologisch verschiedene Virus- 
a r ten  bestehen,  deren P r o t o t y p e n  folgende Namen  t ragen:  Brunhi lde  (Name 
eines Schimpansen  ), Lansing (Stadt  in Michigan) und  Leon (Knabenname  
aus Los Angeles). Die drei T y p e n  waren  somit  im Impfstoff  zu beriieksiehti- 
gen. 

3. Neben  die frtihere Hypo these  eines s treng neuro t ropen  Infekt ionsweges 
t r a t  die E rkenn tn i s  einer mSglichen Viri~mie als t ransi tor iseher  Zus tand  
zwischen primi~rer, indifferenter  In fek t ion  des Magen-Darm-Traktes  und  
irreversibler  In fek t ion  des Nervensys tems.  Die Anwesenhei t  y o n  Poliovirus 
im Blur  wurde  durch  d i rek te  Isolierung, die Unte rb reehung  des Zyklus 
dureh  Verabre ichung yon  Gammaglobul in  im Tierversuch sowie in den 
Fe ldversuchen  der J ah re  1952 bis 1953 bewiesen. Der  stat ist isch ermi t te l te  
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