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S T U D I O R U M  P R O G t Z E  S S U  S 

Die G a m m a -  G l o b u l i n f a b r i k a t i o n  
i n  de r  T s c h e c h o s l o w a k e i  n a c h  d e r  m o d i f i z i e r t e n  

10. C o h n s c h e n  F r a k t i o n i e r u n g s m e t h o d e  

Von Z. FOUKAL, J .  PROSEK, u n d  A.  V~VREKOVk*, P r a h a  

y-Globulin, ein hochwirksames Prttparat gegen ver- 
schiedene Viruskrankheiten,  steht  gegenw/irtig im Vor- 
dergrunde des Interesses der ganzen Fachwelt. Zahl- 
reiche Arbeiten besch~iftigen sich mit  der Auffindung 
wirtschaftlicher Verfahren fiir eine m6glichst schonende 
Isolierung dieses wichtigen Bluteiweisses. 

Im Januar  1950 wurde eine Mittei lung iiber die 10. 
Cohnsche Frakt ionierungsmethode ver6ffentlichD, wel- 
che die Trennung  aller Prote inkomponenten des mensch- 
lichen Plasmas erlaubt. Dieses Vorgehen zur Gewinnung 
yon Blutbestandtei len aus kleinen t~,Iengen (25 ml) Plas- 
mawurde  vonFach leu ten  ats sehr vorteilhaft  anerkannC a. 

Nach der urspriinglichen 10. Cohnschen Methode wird 
die Frakt ionierung yon 7,-Globulin nu t  so weit geleitet, 
bis sich y-Globulin sozusagen als einziger EiweigstofI 
in LSsung (etwa 0,30/0) befindet. E in  praktisches Iso- 
l ierungsverfahren Iiir y-Globulin aus dieser L6sung 
wurde yon mehreren Autoren gesucht, abet  allen ver- 
wendeten Methoden haften verschiedene Nachteile an. 

Nach unseren Erfahrungen ist die bekannte,  modifi- 
zierte Harvard-Methode 2, wie sie ffir die Plasma-Analyse 
(mit 5 ml Plasma) beschrieben wurde, technisch am be- 
sten durchfiihrbar und erzielt die gr6sste Ausbente. Zum 
Vergleich br ingt  die Tabelle eine {)bersicht der Ertrgge, 
die sich bei den verschiedenen Verfahren der y-Globulin- 
Produktion ergaben. 

A. Produktion yon ~,-Globulin 

1. PlasmaJraktionierung nach der 10. Cohnschen Me- 
thode. Die Frakt ionierung der Plasmaproteine erfolgt 
auf der I. Stufe im pH-Bereich yon 5,8 bis 5,9; bei dieser 
Wasserstoffionenkonzentration besitzen die. 7-Globuline 
eine positive, die fl-Lipoproteine dagegen eine negative 
Ladung. Beide Proteine bilden zusammen einen Kom- 
plex, iihnlich einer anorganischen Salzbindung, d e r n u r  
sehr wenig 15slich ist und  bei einer Alkoholkonzentra- 
tion yon 19~/o bei niedriger Tempera tur  ausfgllt. Auf der 
II .  Stufe des Fraktionierungsprozesses wird durch Zu- 
gabe yon Glyzin (Aminoessigs~iure) die Dietektrizit~its- 
konstante  der L6sung erh6ht ; da die Gr6sse der elektro- 
statischen Anziehungskraft  der Dielektrizit/i tskonstan- 
ten umgekehrt  proportional ist, wird dadurch die Bin- 
dung zwischen dem y-Globulin und  dem fl-Lipoprotein 
gespalten, worauf das freie y-Globulin in L6sung geht. 

2. lsolierung yon y-Globulin. Die Isolierung .yon y- 
Globulin aus der L6sung II  wird nach der modifizierten 
Harvard-Methode mit  Hilfe yon zweiwertigen Anionen 
durchgeffihrt, was die Verwendung einer niedrigen, kein 
Ausfallen yon Glyzin bewirkenden Alkoholkonzentra- 

* ]3iogena, Praha ,  Tschechoslowakei .  
x 12. J .  CoH~' et aL, J. Amer. chem. Soe. 7g, 465 (1950). 
2 R. STR£SSLE, Exper .  9 ,242 (1953). - Hs.  N1TSCHMAnN, P. KIST- 

LER und  W. LERGIER, Helv.  chim, Aeta  37, 666 (1954). - D. M. Sm~- 
GE~OR, Chem. Eng.  News, May 19, 2098 [(1952)]. 

3 W. F. LEVER etal., J .  clin. Inves t .  30, 99 (1950). 

t ion ermOglicht. Das gef~illte y-Globulin wird nach Zen- 
trifugieren als z/ihe Paste erhalten;  diese fiihrt etwa 75% 
Muttertauge mit, worin Glyzin und  weinsaures Natr ium 
vorhanden sind. Die genaue Menge dieser beiden Salze 
muss in jeder Charge analytisch bes t immt werden, Der 
Glyzingehalt im troekenen Prttparat bewegt sich ge- 
w6hnlich um 7%, so dass ffir Injekt ionsl6sungen noch 
ein Zusatz yon Glyzin nStig ist, um eine isotonisehe 
L6sung zu erhaIten. Die Tar t ra tkonzent ra t ion  betr~tgt 
gew6hnlich bei einer 10prozentigen Injektionsl6sung um 
0,3%, bei einer 16prozentigen Li3sung etwa 0,5%. Die 
Anwesenheit  dieses vollkommen harmlosen Salzes hat 
keine gr6ssere Bedeutung als zum Beispiel diejenige von 
schwefelsaurem Ammonium in einem gereinigten Serum. 

B. Analytische Methoden 

Der richtige VerlauI des ganzen Produktionsprozesses 
wird analytisch genau kontrolliert,  ebenso werden alle 
dazu nOtigen Chemikalien, Reagenzien und vorbereite- 
t en  LOsungen nach gelgufigen analyt ischen Methoden 
gepriift. An dieser Stelle soll nu r  auf einige der verwen- 
deten Kontrol lmethoden kurz eingegangen werden. 

.- -% 

Abb.  1. Die Abfal l f l i iss igkei t  nach der  L Frak t ion ie rungss tnfe .  
Nach  Aufnahme  m i t  Foka l -F -Appara tu r .  p H  = 8 ,6 , /z  = 0,1. 

R is ing  bounda ry ,  6900 s. 

Im AusgangsmateriaI, im Plasma, wird der Protein- 
gehalt durch Stickstoffbest immungen nach der Kjehl- 
dalmethode (Semimikro-Ausfiihrung) festgestellt. Der 
gefundene Stickstoffwert, multipliziert  mi t  dem Faktor 
6,25, wird als Gesamtproteingehalt  angenommen.  Zum 
Aufschluss wird ein Selen-Katalysator  mi t  Zusatz yon 
Kaliumbisulfat ,  gelbem Quecksilberoxyd und wasser- 
freiem Kupfersulfat  im Verhitltnis 4 : 100:16 : 2 verwen- 
det; diese Mischung hat  sich gut bewghrt. 

Die Analyse wird nach einer Au/schlusszeit yon 12 bis 
16 h in fiblicher Weise durchgefiihrt. 

Auf der I. Frakt ioniernngsstufe wird speziell die Zu- 
sammensetzung der Abfatlfliissigkeit (IV + V + VI) elek- 
trophoretisch kontrolliert, entweder nach der klassischen 
Methode yon TISELIUS oder vorteilhafter mit  Papier- 
elektrophorese. In  beiden Fgllen wird mit  Veronal- 
Zitrat-PuiferlSsung yon pH = 8,6, # = 0,1 gearbeitet. 
Die Papierelektrophorese erfolgt in  einem nach eigenen 
Angaben konstruierten Apparat,  der die gleichzeitige 
Durchftihrung yon 6 3/lessungen gestattet.  JEs wird What- 
man-Papier  Nr. 1 verwendet. Das Elektropherogramm 
wird mit  Bromphenolblau entwickelt;  die einzelnen 
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Ausbeute in % 
des gesamten 7" 
Globulins des 
Plasmas 

Durchschnit t l iche 
Ausbeute aus 1 1 
Plasma 

6 .+9 .  
Cohnsehe 
Methode* 

50-60 

Methode von 
CIIOLCEV und 
I~OLESNI KOVA~ 

modif iz ier t  
yon ~sAV** 

72-76 

10. Cohnsche 
Methode,  

modif iz ier  t 
von 

NITSGttMANN* 

60-70 

10. Cohnsche 
Methode, 

modifiziert 
vou  

DEUTSCtl* 

70-80 

10, Cohnsche Me- 
thode, modif izier  t 

durch die Harva rd°  
gruppe, verwendet 

in der 0SR 

80-85 

4,5 g 5 .7g 4,92 g 6,25 g 6,44 g 

Methode 
von  

HOREJgi*** 

78 -81 

6 , I9g  

* Angaben tiber die 6. + 9. Cohnsehe Methode sowie tiber die Mo- 
difikationen yon NITSENMANN und DEUTSeH siehe Tafel 2 in Helv. 
ehim. Acta 37, 666 (1954). 

** Die Methode yon CnOL~EV und I{OLESNIKOVA wurde in Z. 
Mikrob. Epidem.  Immunobio log .  1947, 6 verSffentl icht .  

*** Die Methode yon HORE/gi is t  in ~as .  16k. ~es. 91, 704 (1952) 
beschrieben, 

K o m p o n e n t e n  w e r d e n  e n t w e d e r  k o l o r i m e t r i s c h  o d e r  m i t  
e i n e m  Ii ir  d iesen  Z w e c k  m o d i f i z i e r t e n  P h o t o m e t e r  in  
G a u s s - K u r v e n  a u f g e n o m m e n  u n d  r e c h n e r i s c h  b e s t i m m t ,  
Mi t  d iese r  A n a l y s e  soil  in  d e r  AbfaI l f l f i ss igkei t  zur i i ck-  
geb l i ebenes  y - G l o b u l i n  n a c h g e w i e s e n  werden .  

d e r  P r o t e i n e  m i t  1 0 p r o z e n t i g e r  Tr ichloress igs~ture  in  
e i n e m  E q u i v a l e n t t e i l  des  F i l t r a t s  d e r  G e h a l t  a n  N i c h t -  
p r o t e i n s t i c k s t o f f  u n t e r s u c h t .  D u r c h  S u b t r a k t i o n  dieses  
Vqer tes  yo re  G e s a m t s t i c k s t o f f g e h a l t  e r h g l t  m a n  d ie  
M e n g e  des  P r o t e i n s t i c k s t o f f e s ,  we lche  d u r c h  Mut t ip l i -  

Z///* 

( J )  , ~" ~' f32 ,'3, aa "*, A 

Abb. 2. Abfallproteine nach der Extraktion (II. Stufe). 
Nach Aufnahme mit Fokal-F-Apparatur. pH = 8,6. ¢t = 0,1. 

Rising boundary, 7350 s. 

Abb. 3. Proteine in der ExtraktionsglyzinlSsung (II. Stufe). 
Nach Aufnahum nfit Fokal-F-Apparatur. pH = 8,6./~ = 0,1. 

Rising boundary, 7200 s. 

Auf  de r  I I .  S tu fe  wi rd  die G e s a m t p r o t e i n m e n g e  be-  
s t i m m t ,  we lche  in  die  g l y z i n h a l t i g e  E x t r a k t i o n s l S s u n g  
/ i b e r g e g a n g e n  ist .  P r o t e i n -  u n d  N i e h t p r o t e i n s t i c k s t o f f  
w e r d e n  m i t  d e r  K j e h l d a h n e t h o d e  ( S e m i m i k r o - A u s f i i h -  
rung )  e r m i t t e l t .  I n  e i n e m  Tei l  de r  P r o b e  w i r d  de r  ge- 
s a m t e  S t i c k s t o I f  b e s t i m m t ,  i m  a n d e r e n  Tei l  n a c h  F / i l lung  

z ie ren  m i t  d e m  F a k t o r  6,25 den  g e s u c h t e n  P r o t e i n g e h a l t  
e rg ib t .  Diese  M e t h o d e  l ie fe r t  bei  v o r s c h r i f t s m A s s i g e r  
D u r c h f f i h r u n g  r e c h t  zuverl~issige R e s u l t a t e .  

A u f  d e r  I I I .  S tu fe  w i rd  die  Abfa l l f l i i s s igke i t  n a c h  d e m  
E n t f e r n e n  des  y - G l o b u l i n s  e n t w e d e r  e l e k t r o p h o r e t i s c h  
o d e r  m i t  e ine r  n e p h e l o m e t r i s c h e n  N ~ h e r u n g s - M e t h o d e  

P l a s m a  

O Frakt ion IV + V + VI , 

[ C2H~OH = 19% 
I pH = 5,8 

Na + = 0,04 

÷ Frakt ion I + II  + I I I  

IV el-Lipoproteine, 
metal lbindendes Globulin, 
Serumesterase, 
~2-Mucoproteine, 
e2-Glycoproteine 

V Albumin 

I + I I I  * 

CeH~OH = 15% 
pH = 5,5 
Na + = 0,005 
Glyzin = 0,6 

(3 I I  

VI Peptide, Harnstoff,  Glucose, 
leicht lbsliche Proteine, 
~2- Globulin, fit-Globulin, 
~l- Glycoprotein 

I Fibrinogen 
I I I  Isoagglutinine, } rothrombin,  

fll-Lipoproteine, Plasminogen und andere 

y-Giobulin 

26* 
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au f  i h r e n  P r o t e i n g e h a l t  geprt i f t .  (Die n a c h  Z u g a b e  v o n  
Tr ichloress igsAure  e n t s t a n d e n e  T r t i b u n g  w i rd  gemessen . )  

I m  g e t r o c k n e t e n  F - G l o b u l i n - P r ~ p a r a t  w i rd  zue r s t  die 
R e i n h e i t  q u a l i t a t i v  u n d  q u a n t i t a t i v  e l e k t r o p h o r e t i s c h  
]~ontroll iert  u n d  d a n n  de r  G e h a l t  a n  P r o t e i n ,  G l y z i n  u n d  
T a r t r a t  b e s t i m m t .  

Die e l e k t r o p h o r e t i s c h e  A n a l y s e  wi rd  in t ib l icher  ~Veise 
n a c h  de r  k lass i schen  K i i v e t t e n m e t h o d e  d u r c h g e f t i h r t  
( F o k a l - F - A p p a r a t u r  v o n  S t r i i b i n  & Co., Basel ,  m i t  5 ml-  
Ki ive t te ) .  D a b e i  ha t_s ich  a n L b e s t e n  die v o n  COHN et al. 
empfoh lene  V e r o n a l - Z i t r a t - P u f f e r l 6 s u n g  ( pH  -- 8 ,6 ; /~  -- 
0,1) bewXhr t ;  sie e n t h ~ l t :  

C. K l i n i s c h e  Ergebnisse  

N a c h  d e m  b e s c h r i e b e n e n  V e r f a h r e n  he rges te l l t e s  y- 
G lobu l in  w i rd  u n t e r  k l i n i s c h e r  K o n t r o l l e  in  de r  Tsche- 
chos lowake i  l a u f e n d  a n g e w e n d e t .  N a c h  d e n  b isher igen  
E r g e b n i s s e n  b e w i r k t  es wede r  L o k a l -  n o c h  Gesamt-  
r e a k t i o n e n ,  u n d  seine  W i r k s a m k e i t  w u r d e  a n  mehre ren ,  
v o n  I n f e k t i o n s h e p a t i t i s  b e d r o h t e n  t ( o l l e k t i v e n  e inwand-  
frei  bewiesen .  N e b e n  den  s c h o n  h e u t e  b e k a n n t e n  An- 
w e n d u n g s m S g l i c h k e i t e n  gegen  V i r u s k r a n k h e i t e n  k a n n  
das  P r i i p a r a t  a u c h  bei  A r e a k t i v i t ~ t  des  O r g a n i s m u s  mit  
g u t e m  Er fo lg  b e n i i t z t  w e r d e n  5. 

Di~ thy lbarb i tu rs~Lure  p.a.  ~ . 11,05 g 
N a t r i u m  c i t r i c u m  crys t .  (2 H 2 0  ) . 2,45 g 
n - N a O H  . . . . . . .  -. . . 50,00 ml 

gel6s t  in  W a s s e r  u n d  au f  1000 ml  aufgeff i l l t .  

Die G r a d i e n t e n k u r v e  w i rd  au f  K i n o f i l m  a u f g e n o m m e n ,  
das  Bi ld  au f  da s  F o r m a t  300 × 200 m m  p h o t o g r a p h i s c h  
v e r g r 6 s s e r t  u n d  e n t w e d e r  p l a n i l n e t r i s c h  oder  m i t  r ech-  
ne r i s chen  M e t h o d e n  q u a n t i t a t i v  a u s g e w e r t e t .  E i n e  qua l i -  
t a t i v e  A n a l y s e  w i r d  d u r c h  B e s t i m m u n g  de r  Beweg l i ch -  
k e i t e n  de r  e inze lnen  K o m p o n e n t e n  du r chge f i i h r t .  

P r o t e i n -  u n d  G l y z i n i n h a l t  i m  g e t r o c k n e t e n  v - G l o b u l i n  
w e r d e n  m i t  de r  i n d i r e k t e n  M e t h o d e  e r m i t t e l t ,  wie sie fi ir  
die E x t r a k t i o n s l 6 s u n g  n a c h  de r  I I .  F r a k t i o n i e r u n g s s t u f e  
b e s c h r i e b e n  wurde .  

I n  e i n e m  ~ q u i v a l e n t e n  Tei le  des F i l t r a t e s  w i rd  n a c h  
A b t r e n n u n g  de r  P r o t e i n e  a u c h  de r  T a r t r a t g e h a l t .  kolor i -  
m e t r i s e h  n a e h  de r  m o d i f i z i e r t e n  M e t h o d e  y o n  UNDER- 
HILL et al. 4 b e s t i m m t .  D a b e i  r eag i e r en  T a r t r a t e .  m i t  
N a t r i u m m e t a v a n a d a t  in  G e g e n w a r t  y o n  EssigsXure,  wo- 
d u t c h  eine ro t e  F~Lrbung e n t s t e h t .  D e r  B l i n d v e r s u c h  
o h n e  T a r t r a t  e r g i b t  n u r  e ine ge lbe  F ~ r b u n g .  Die  F a r b -  
in tens i t~t t  w i rd  rn i t  e i n e m  P u l f r i c h - P h o t o m e t e r  in  Kle in -  
k f i v e t t e n  g e m e s s e n  u n d  m i t  Hi l fe  e iner  V e r g l e i c h s s t a n -  
d a r d k u r v e  a u s g e w e r t e t .  Die  M e t h o d e  g i b t  g e n a u e  Resu l -  
t a t e ,  die g u t  r e p r o d u z i e r b a r  s ind.  

Schlusswor t .  Die H a r v a r d s c h e  ~{odi f ika t ion  de r  10. 
C o h n s c h e n  M e t h o d e  zu r  I s o l i e r u n g  y o n  T-Globu l in  h a t  
s ich n a c h  de r  o b e n  b e s c h r i e b e n e n  A b l i n d e r u n g  f l i t  Her-  
s t e l l ung  v o n  v.-Globul in  zu t h e r a p e u t i s c h e n  Zwecken 
g u t  bew~.hrt .  \ ¥ i e  die Tabe l l e  zeigt ,  g i b t  sie bis  j e t z t  die 
g r6 s s t en  A u s b e u t e n .  So d a r g e s t e l l t e s  7 - G l o b u l i n  ent- 
s p r i c h t  a l l en  k l i n i s c h e n  F o r d e r u n g e n  u n d  en thXl t  ak t ive  
B l u t p r o t e i n e  m i t  de r  e l e k t r o p h o r e t i s c h e n  Bewegl ichke i t  
b is  zu 2,8 • 10 -5 c m  2 s -ZVol t  -1, b e z o g e n  au f  Veronal -Zi -  
t r a t - P u f f e r ,  p H  = 8,6; # = 0,1. Das  t e c h n i s c h e  Verfah-  
r en  g e s t a t t e t  a u c h  die P r o d u k t i o n  a l le r  f ib r igen  Blut-  
p r o t e i n d e r i v a t e  n a c h  d e m  P r i n z i p  de r  10. Cohnschen  
M e t h o d e .  D a r i i b e r  h i n a u s  l iegen s eh r  g u t e  E r f a h r u n g e n  
f iber  d ie .  I s o l i e r u n g  y o n  A l b u m i n  f i i r  bak te r io log i sche  
Zwecke  m i t t e l s  e i n e r  Z i n k m e t h o d e  vor .  

Die  A u t o r e n  s ind  d a n k b a r  ffir A n f r a g e n  u n d  Mittei-  
l u n g e n  f iber  P r o b l e m e  auf  d e m  G e b i e t  de r  B lu tp ro t e ine .  

S u m m a r y  

T h e  new  i n d u s t r i a l  p r o d u c t i o n  of g a m m a - g l o b u l i n s  
b a s e d  on  t h e  p r inc ip l e s  of C o h n ' s  m e t h o d  10 is discussed. 
T h e  mod i f i ed  p r o d u c t i o n  m e t h o d  ha s  some  a d v a n t a g e s  
in  c o m p a r i s o n  w i t h  t h e  c lass ical  m e t h o d s  6 + 9. Ana- 
ly t i ca l  m e t h o d s  used  for  t i le  c o n t r o l  of t h e  p roduc t ion  
process  a n d  of t h e  f ina l  p r o d u c t  a re  s h o r t l y  described.  

4 F. P. UNDERIIILL et al., J. Pharm. exp. Therap. 43, 351 (1931). 5 F. PROKSAN et al., (3s. Hyg. Epid. Mikrobiol. 3, 158 (1954). 


