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(Eingegangen am 22. Februar 1961) 

Drei Bence-Jonessche Eiweil3kSrper wurden aus mellsehlichem 
Ham isoliert und mehrfaeh umkristallisiert. Die aus den Sedi- 
mentatio~s- und Diffusionskonstanten bereehneten ~Iolekular- 
gewichte betragen 51 200, 43 000, 55 300. 

H .  Bence  J o n e s  1 land 1847 im g a r n  yon Menschen, die an einer als 
Myelom bezeichneten Knoehenmarkserkrankung litten, einan Eiweil3- 
k6rpar, der dutch sein eigenartiges VerhMten beim Erhitzen des Harnes 
auffiel. Dieser B e n c e - J o n e s s a h e  EiweiBkSr;oer f~llt n~mlieh bareits beim 
Erw~rman des Harnes auf etwa 50 ~ C aus und 16st sieh bei h6herar Tem- 
peratur, bei der andere Eiwail3kSrper arst koagulieren, mehr oder minder 
vollst~ndig auf. Heuta wissen wir, dab as nieht nur einen B e n c e - J o n e s s e h e n  

EiweigkSrper gibt, sondarn da!3 es sieh um eine Gruppe yon Protainen 
handelt 2, a. Es ist sogar sehr wahrseheinlieh, dag jeder Myelomkranka, 
bei dam ein solehes Paraprotein im Karn erseheint, seinan spezifisehen 
B e n c e - J o n e s s e h e n  Eiwa~13kSrper hat. 

Allen diesen Proteinan ist aul3er dem Vorkommen im I-Iarn Myelom- 
krankar gemeinsam, dal3 sie bei atwa Kalbs~ttigung der LSsung mit 
Ammoniumsulfat ausfallen und dab sic, dem normMen Blutserum zuge- 

1 H.  Bence Jones,  Lancet 2, ii, 88 (i847). 
[47. F.  P u t n a m ,  ,,The Plasma Proteins", Vol. II, 378--401, Academic 

Press, New York and London 1960 (umfassende IJbersieht mit Literatur). 
3 Hoppe-Seyler /Thier /e lders  Handbuch der physiologisch- and patho- 

logiseh-chemisehen Analyse, 10. Aufl., S. 398 (1960) (l~bersicht mit Literatur). 
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setzt, elektrophoretisch im Bereiehe der ~- und u wandern '~. 
Untereinander unterscheiden sic sieh jedoeh oft betr~ehtlieh sowohl in 
bezug auf ihre LSsliehkeit, elektrophoretisehe Wanderung a und End- 
gruppen 5, als such im Molekulargewieht 4, s, 7 

In  letzter Zeit stieg das Interesse an diesen Proteinen stark an, wobei 
es sieh nieht nur um medizinisehe Fragen, sondern such um die Erfor- 
sehung der eigenartigen LSsliehkeitsverh/iltnisse und vor allem des Ur- 
sprunges dieser EiweiBk6rper handelt. Es wurde n/imlieh gefunden, dab 
Bence -Jones sehe  EiweigkSrper eine immunologisehe Verwandtsehaft zum 
y-Globulin besitzen 2, 8, was eine Ahnliehkeit im Aufbau dieser beiden 
Proteine andeutet. Da das y-Globulin jedoeh ein drei- bis vierlnal grSl3eres 
Molekulargewieht hat, erseheint es wahrseheinlieh, dab B e n c e - J o n e s s e h e  

Proteine Bruehstiieke des Globulins sind. Diese Bruehstfieke kSnnten 
infolge einer nieht beendeten Synthese s, vielleieht einer Fehlsynthese, 
entstanden sein. 

Ungekl/irt ist waiters die Frage, ob ein Kranker immer den gleiehen 
B e n c e - J o n e s s e h e n  EiweigkSrper ausseheidet oder ob sieh dieser EiweiB- 
kSrloer im Laufe der Erkrankung bzw. unter der Therapie ver/indert 9. 
Manehe Patienten seheiden inehrere Paraproteine aus; wit wissen jedoeh 
nieht, ob sieh das Mengenverh/iltnis der einzelnen EiweigkSrper zuein- 
ander /indert oder konstant ist. 

Sollte der B e n c e - J o n e s s e h e  Eiweil3kSrper infolge einer Fehlsynthese 
entstehen, so w/ire es sehr interessant zu untersuehen, an welehen Stellen 
der Peptidkette diese Fehlsynthese eintrat und eventuell such, aus welehem 
Grunde sic zum Stillstand kam. Sowohl diese Untersuehung als such die 
Erforsehung der eigenartigen LSsliehkeitsverh/iltnisse t~ und die Beant- 
wortung der Frage, ob sieh der B e n c e - J o ~ e s s e h e  Eiweigk6rper im Laufe der 
Erkrankung gndert, setzen die Isolierung einiger reiner, mSgliehst ver- 
sehiedener Prot, eine dieser Art voraus. 

I m  NaeMolgenden wird die Darstellung dreier in der Ultrazentrifuge 
und zun/iehst such elektrophoretiseh einheitlieh erseheinender, mehrfaeh 
umkristallisierter B e n e e - J o n e s s e h e r  Proteine besehrieben. I m  Papier- 
elektropherogramm zeigen sic untereinander deutliehe Untersehiede und 

1~. P u t n a m  und P. Stelos, J. biol. Chem. 2O8, 347 (1953). 
F. P u t n a m  und A.  Miyake ,  J. biol. Chem. 227, 1083 (1957). 

a T. Svedberg und K .  O. Pedersen, The Ultracentrifuge, London and New 
York 1940. 

7 H.  F .  Deutseh, J,  biol. Chem. 216, 97 (1955). 
s H.  F .  Deutset~, C. H.  Kratochvi l l  und A.  E.  Rei], J. biol. Chem. 216, 

103 (1956). 
9 j .  j .  Witte, Over de variabilit~eit in de proteinurie bij de ziekte van 

Kahler. Dissertation Utrecht 1959. 
lo 1~. Pu tnam,  C. W.  Easley,  L.  T.  L y n n ,  A .  E.  Ritehie und R. A .  Phelps,  

Arch. Bioehem, Bioiohys. 83, 115 (1959). 
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wandern, dem Serum zugesetzt, im Bereiehe der ~- und ,(-Globuline. In- 
teressant mag noeh die Feststellung sein, dal3 im Blutserum zweier Men- 
sehen, die Bence-Jonessehe Proteine ausseheiden (R und T), das ~'-Glo- 
bulin nur in sehr kleinen Mengen (unter 5% gegentiber einem Normalwert 
yon tiber 15~ vorhanden war. Dies ist insbesondere im Zusammenhang 
mit der MSgliehkeit einer Fehlsynthese yon y-Globulin bemerkenswert. 

Der EiweiBk6rper M liel3 sieh mit Ammoniumsulfat und dureIa Dialyse 
gegen destilliertes Wasser nur als amorpher, in Salzl6sungen leieht und 
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Abb. 1. ~Iikroskopisehe Aufnahmen der drei krist~llisierten Bence-Jonessehen EiweH3k6rper M 
(polarisiertes Lieht), T (durehfallendes Lieht) und  R (Dunkelfeld) 

praktiseh vollst~ndig 15slieher Niedersehlag gewinnen. Die Kristallisation 
gelang dureh Dialyse gegen salzarme L6sungen, z .B.  gegen flieBendes 
Leitungswasser. Der Eiweigk6rper bildet feinste, im Mikroskop gerade 
noeh siehtbare Nadeln, die sieh zu Kugeln anordnen (Abb. 1 21i). Die L6s- 
liehkeit in destilliertem Wasser ist gering, etw~ 0,5~ Bei neutraler Re- 
aktion zeigt die LSsung vor~ 1 mg/ml bei 280 m~z und einer Sehiehtdieke 
yon 1 cm eine Extinktion E ~ 1,36. 

Der EiweiBkSrper R lieg sieh einerseits aus einer konzentrierten L6- 
sung dureh vorsiehtige Erh6hung der Ammoninmsulfatkonzentration 
kristallisieren; andererseits erhielt man salzfreie Kristalle n~eh woehen- 
langer Dialyse gegeIt destilliertes ~rasser. Diese Kristalle waren dieke 
Platten yon rhombenf6rmiger Begrenzung (Abb. 1, R). 

Insbesondere, wenn nieht zu konzentrierte L6sungen des Proteins 
zur UmkristMlisation verwendet wurden und cler Dialysiersehlaueh nieht 
gesehtittelt wurde, konnten Krist~lle yon mehreren Millimetern Dureh- 
messer geztichtet werden. Die L6sliehkeit, in destilliertem Wasser ist be- 
tr~ehtlieh, etwa 4(~o. Die neutrale L6sung yon 1 mg/ml zeigt bei 280 m~ 
und einer Sehiehtdieke yon 1 em eine Extinktion E = 1,425. 
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Der Eiweil3k6rper T kr is ta l l i s ier te  ers tmal ig  be im Abki ih len  einer salz- 
freien konzea t r i e r t en  LSsung (Abb. 1, T). Er  ist  bei Z i m m e r t e m p e r a t u r  
in des t i l l ie r tem Wasser  oder  einer sa lzarmen L6sung nu t  wenig 16slieh. 
Auffa l lend ist  die s ta rke  Zunuhme der  LSsl iehkei t  mi t  s te igender  Tempera-  
tu r  bis 35 ~ C. Besonders  sehSne, nadelfSrmige Kr is ta l le  kSnnen aueh du tch  
Anderung  des p H - W e r t e s  erzielt  werden;  bei 280 m B und  einer Schieht-  
dieke yon  1 em zeigt die L6sung yon 1 mg/ml  eiae E x t i n k t i o n  von E = 1,29. 

Prot .  V $20, w D20, w MG FIFo 

M (0,736) 3,91 7,02 51200 1,23 
R 0,736 3,60 7,71 43000 1,19 
T (0,736) 4,04 6,71 55300 1,26 

Die Sed imen ta t ionskons t an ten  der  mindes tens  v iermaI  umkris ta l l i -  
siertell  Pro te ine  wurden in der  Phywe-Ul t razen t r i fuge  bei 50000 U/min  
bes t immt .  Die Prote ine  M und R befanden  sieh in einer 0,15 m Na t r ium-  
ehloridl6sung, der  E!weil]kSrper T in einer LSsung, die 0,075 m an Na- 
t r iumehlor id  und  0,075 m an K a l i u m d i h y d r o g e n p h o s p h a t  ist. Die Diffu- 
s ionskons tante  wurde in der Diffusionseinr iehtung zur Phywe-Ul t r a -  
zentr ifuge bes t immt ,  wobei  e twa 0,5proz. L6sungen in den oben genunnten  
SalzlSsungen verwende t  wurden.  Das par t ie l le  spezifisehe Volumen  er- 
mi t t e l t en  wit  nu t  be im Eiweil3kSrper R, da  dieser die grSBte LSsl iehkei t  
besi tz t .  Bei der  Bereehnung der  Molekulargewiehte  wurde aueh fiir die 
EiweiBkSrper M und  T dieses spezifisehe Volumen angenommen.  

Experimenteller Tell 

Alle Eiweigk6rper wurden zun/iehst dureh F~llung mit  Ammoniumsulfat  
aus dem H a m  isoliert, wobei 3 bis 5 kg Ammoniumsulfat  auf 10 1 t t a rn  
zugesetzt wurden. Der auf der Nutsehe gesammelte Niedersehlag 16st sieh 
]eieht, jedoeh nieht vollstiindig in Wasser auf. Vom ungelSsten Riiekstand, 
der zu einem groBen Tell aus Ura t  besteht, wurde abfiltriert.  Bei starker 
F~irbung der L6sung muB man mehrmals mit  Ammoniumsulfat  umf~llen, 
wobei die LSsung jeweils auf das urspriingliche t Iarnvolumen gebraeht wird. 

Die Dialyse erfolgte in Visking-Sehl~iuehen zun~ichst dureh 1 his 2 Tage 
gegen fliegendes Leitungswasser, dann wurde die LSsung der Proteine R und T 
gegen t~glieh geweehseltes, mit  wenig Toluol oder Thymol versetztes destil- 
Iiertes Wasser, die LSsung des Proteins 2/1 weiter gegen Leitungswasser 
dialysiert.  

Die oft s tark verdfinnten L6sungen konnten naeh einer der folgenden 
Methoden ohne Denaturierung eingeengt werden: Druekdialyse;  Abdampfen 
im Dialysiersehlaueh unter Zuhilfenahme eines kfihlen Luftstromes;  Absaugen 
des Wassers dutch einen Dialysiersehlaueh mit  Hilfe yon Poly/~thylenglykol 
(Oxydwaehs der BASF) ; Eindampfen der LSsung im rotierenden Destillations- 
appara t  bei 35~ Wasserbadtemperatur .  
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Zwecks Kristallisation und Umkristallisation werden die EiweiBk6rper M 
und R mSgliehst konzentriert in einer IKoehsMzl6sung gel6st, eventuell tiber 
Kieselgur Mar filtriert und gegen Leitungswasser (M) bzw. gegen t~glieh 
gewechseltes, destilliertes Wasser (R) dia]ysiert. Wenn die Kristallisation 
beendet ist, werden die Kristalle abgenutscht, jedoch nieht trocken gesaugt. 
F~r die Umkristallisation werden sie wieder in dest. Wasser suspendiert und 
durch Zusatz einiger Tropfen einer ges~itt. Natriumchloridl6sung gelSst. Wenn 
nStig, wird fiber Kieselgur filtriert und ansehlieGend dialysiert. Die KristMle 
werden bei 2 ~ C unter der letzten iKutterlauge aufbewahrt. Dis Kristallisation 
des Proteins T erfolgt 3hnlieh wie bei/~ gegen destilliertes Wasser, nur wird 
der Ammoniumsulfatniederschlag oder die Kristallsuspension start in Koch- 
salz in einem Gemiseh yon Natriumehlorid und Kaliumdihydrogenphosphat 
gelSst. 

Zur Konservierung konnte man Toluol (insbesondere beim Protein T) 
nur  in kleinen Mengen verwenden, well die Kristalle dureh einen Toluol- 
/ibersehng angegriffen werden. Thymol war manchmal vorteilhafger. 

Die Molekulargewiehte wL~rden aus den Sedimentationskonstanten S2o,w 
und Diffusionskonstanten Dso,w, die nieht auf die Konzentration Null extra- 
poliert sind, naeh der Svedbe~g-Formel 

R �9 T .  $ 2 o ,  w 
M =  

D2o, w' (1 - -  V P) 
erreehnet. 
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