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Drei Bence-Jonessche EiweilBkorper wurden aus menschlichem
Harn isoliert und mehrfach umkristallisiert. Die aus den Sedi-
mentations- und Diffusionskonstanten berechneten Molekular-
gewichte betragen 51 200, 43 000, 55 300.

H. Bence Jones* fand 1847 im Harn von Menschen, die an einer als
Myelom bezeichneten Knochenmarkserkrankung litten, einen Kiweil3-
kérper, der durch sein eigenartiges Verhalten beim Erhitzen des Harnes
auffiel. Dieser Bence-Jonessche EiweiBkorper fallt ndmlich bereits beim
Frwirmen des Harnes auf etwa 50° C aus und l6st sich bei hoherer Tem-
peratur, bei der andere Eiweilkorper erst koagulieren, mehr oder minder
vollstindig auf. Heute wissen wir, dafl es nicht nur einen Bence-Jonesschen
EiweiBkorper gibt, sondern dafi es sich um eine Gruppe von Proteinen
handelt? 3. Hg ist sogar sehr wahrscheinlich, daB jeder Myelomkranke,
bei dem ein solches Paraprotein im Harn erscheint, seinen spezifischen
Bence-Jonesschen EiweiBkorper hat.

Allen diesen Proteinen ist aufier dem Vorkommen im Harn Myelom-
kranker gemeinsam, dafl sie bei etwa Halbsittigung der Loésung mit
Ammoniumsulfat ausfallen und daf sie, dem normalen Blutserum zuge-

1 H. Bence Jones, Lancet 2, ii, 88 (1847).

2 W. F. Puinam, ,,The Plasma Proteins‘‘, Vol. 11, 378—401, Academic
Press, New York and London 1960 (umfassende Ubersicht mit Literatur).

3 Hoppe-Seyler|Thierfelders Handbuch der physiologisch- und patho-
logisch-chemischen Analyse, 10. Aufl., S. 398 (1960) (Ubersicht mit Literatur).



464 A. Holasek, I. Pascher und H. Hauser: [Mh.Chem., Bd. 92

setzt, elektrophoretisch im Bereiche der B- und v-Globuline wandern?.
Untereinander unterscheiden sie sich jedoch oft betrachtlich sowohl in
bezug auf ihre Loslichkeit, elektrophoretische Wanderung® und End-
gruppenb, als auch im Molekulargewicht? ¢ 7.

In letzter Zeit stieg das Interesse an diesen Proteinen stark an, wobei
es sich nicht nur um medizinische Fragen, sondern auch um die Erfor-
schung der eigenartigen Loslichkeitsverhéltnisse und vor allem des Ur-
sprunges dieser EiweiBkorper handelt. Es wurde ndmlich gefunden, daf3
Bence-Jonessche EiweiBkorper eine immunologische Verwandtschaft zum
y-Globulin besitzen® 8, was eine Ahnlichkeit im Aufbau dieser beiden
Proteine andeutet. Da das y-Globulin jedoch ein drei- bis viermal griBeres
Molekulargewicht hat, erscheint es wahrscheinlich, dal Bence-Jonessche
Proteine Bruchstiicke des Globulins sind. Diese Bruchstiicke konnten
infolge einer nicht beendeten Synthese®, vielleicht einer Fehlsynthese,
entstanden sein.

Ungeklart ist weiters die Frage, ob ein Kranker immer den gleichen
Bence-Jonesschen Eiweifkorper ausscheidet oder ob sich dieser Eiweil3-
korper im Laufe der Erkrankung bzw. unter der Therapie verdndert®.
Manche Patienten scheiden mehrere Paraproteine aus; wir wissen jedoch
nicht, ob sich das Mengenverhéltnis der einzelnen Eiweifkorper zuein-
ander dndert oder konstant ist.

Sollte der Bence-Jonessche Eiweillkorper infolge einer Fehlsynthese
entstehen, so wiire es sehr interessant zu untersuchen, an welchen Stellen
der Peptidkette diese Fehlsynthese eintrat und eventuell auch, aus welchem
Grunde sie zum Stillstand kam. Sowohl diese Untersuchung als auch die
Erforschung der eigenartigen Ldslichkeitsverhiltnisse!® und die Beant-
wortung der Frage, ob sich der Bence-Jonessche Eiweillkorper im Lanfe der
Erkrankung dndert, setzen die Isolierung einiger reiner, mdglichst ver-
schiedener Proteine dieser Art voraus.

Im Nachfolgenden wird die Darstellung dreier in der Ultrazentrifuge
und zuniichst auch elektrophoretisch einheitlich erscheinender, mehrfach
umbkristallisierter Bence-Jonesscher Proteine beschrieben. Im Papier-
eleltropherogramm zeigen sie untereinander deutliche Unterschiede und
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wandern, dem Serum zugesetzt, im Bereiche der 3- und v-Globuline. In-
teressant mag noch die Feststellung sein, dafl im Blutserum zweier Men-
schen, die Bence-Jonessche Proteine ausscheiden (B und 7'), das y-Glo-
bulin nur in sehr kleinen Mengen (unter 5%, gegeniiber einem Normalwert
von itber 159,) vorhanden war. Dies ist insbesondere im Zusammenhang
mit der Moglichkeit einer Fehlsynthese von y-Globulin bemerkenswert.

Der Eiweillkérper M lief sich mit Ammoniumsulfat und durch Dialyse
gegen destilliertes Wasser nur als amorpher, in Salzlosungen leicht und

Abb. 1. Mikroskopische Aufnabmen der drei kristallisierten Bence-Jonesschen Eiweilkérper M
(polarisiertes Licht), 7' (durchfallendes Licht) und R (Dunkelfeld)

praktisch vollstindig 18slicher Niederschlag gewinnen. Die Kristallisation
gelang durch Dialyse gegen salzarme Losungen, z. B. gegen flielendes
Leitungswasser. Der EiweiBkorper bildet feinste, im Mikroskop gerade
noch sichtbare Nadeln, die sich zu Kugeln anordnen (Abb. 1 ). Die Lés-
lichkeit in destilliertem Wasser ist gering, etwa 0,5%,. Bei neutraler Re-
aktion zeigt die Losung von 1 mg/ml bei 280 my und einer Schichtdicke
von 1 cm eine Extinktion # = 1,36.

Der Eiweillktrper R lief sich einerseits aus einer konzentrierten Lo-
sung durch vorsichtige Erhohung der Ammoniumsulfatkonzentration
kristallisieren; andererseits erhielt man salzfreie Kristalle nach wochen-
langer Dialyse gegen destilliertes Wasser. Diese Kristalle waren dicke
Platten von rhombenférmiger Begrenzung (Abb. 1, R).

Insbesondere, wenn nicht zu konzentrierte Losungen des Proteins
zur Umkristallisation verwendet wurden und der Dialysierschlauch nicht
geschiittelt wurde, konnten Kristalle von mehreren Millimetern Durch-
messer geziichtet werden. Die Léslichkeit in destilliertem Wasser ist be-
trichtlich, etwa 4%, Die neutrale Losung von 1 mg/ml zeigt bei 280 my
und einer Schichtdicke von 1 c¢m eine Extinktion ¥ = 1,425.
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Der Eiweilkorper 7' kristallisierte erstmalig beim Abkiihlen einer salz-
freien konzentrierten Losung (Abb. 1, 7). Er ist bei Zimmertemperatur
in destilliertem Wasser oder einer salzarmen L&sung nur wenig loslich.
Auffallend ist die starke Zunahme der Loslichkeit mit steigender Tempera-
tur bis 35° C. Besonders schone, nadelformige Kristalle konnen auch durch
Anderung des pH-Wertes erzielt werden; bei 280 my. und einer Schicht-
dicke von 1 cem zeigt die Losung von 1 mg/ml eine Extinktion von £ =1,29.

Prot. v SZO, w 1)20’ w MG FIF,

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

Die Sedimentationskonstanten der mindestens viermal umkristalli-
sierten Proteine wurden in der Phywe-Ultrazentrifuge bei 50000 U/min
bestimmt. Die Proteine M und R befanden sich in einer 0,15 m Natrium-
chloridlésung, der EiweiBkorper 7' in einer Losung, die 0,075 m an Na-
triumehlorid und 0,075 m an Kaliumdibydrogenphosphat ist. Die Diffu-
sionskonstante wurde in der Diffusionseinrichtung zur Phywe-Ultra-
zentrifuge bestimmt, wobei etwa 0,5proz. Losungen in den oben genannten
Salzlésungen verwendet wurden. Das partielle spezifische Volumen er-
mittelten wir nur beim Eiweillkorper E, da dieser die gréfite Loslichkeit
besitzt. Bei der Berechnung der Molekulargewichte wurde auch fiir die
Eiweilkorper M und 7' dieses spezifische Volumen angenommen.

Experimenteller Teil

Alle EiweiBkérper wurden zunichst durch Féllung mit Ammoniumsulfat
aus dem Harn isoliert, wobei 3 bis 5 kg Ammoniumsulfat auf 101 Harn
zugesetzt wurden. Der auf der Nutsche gesammelte Niederschlag lost sich
leicht, jedoch nicht vollstdndig in Wasser auf. Vom ungelésten Riickstand,
der zu einem groBen Teil aus Urat besteht, wurde abfiltriert. Bei starker
Fiarbung der Lésung muB man mehrmals mit Ammoniumsulfat umfallen,
wobei die Losung jeweils auf das urspriingliche Harnvolumen gebracht wird.

Die Dialyse erfolgte in Visking-Schliuchen zunéchst durch 1 bis 2 Tage
gegen flieBendes Leitungswasser, dann wurde die Losung der Proteine B und T
gegen tdglich gewechseltes, mit wenig Toluol oder Thymol versetztes destil-
liertes Wasser, die Losung des Proteins M weiter gegen Leitungswasser
dialysiert.

Die oft stark verdiinnten Ldsungen konnten nach einer der folgenden
Methoden ohne Denaturierung eingeengt werden: Druckdialyse; Abdampfen
im Dialysierschlauch unter Zuhilfenahme eines kithlen Luftstromes; Absaugen
des Wassers durch einen Dialysierschlauch mit Hilfe von Polyéthylenglykol
(Oxydwachs der BASF); Eindampfen der Lésung im rotierenden Destillations-
apparat bei 35° C Wasserbadtemperatur.
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Zwecks Kristallisation und Umkristallisation werden die Eiweiflkorper M
und B moglichst konzentriert in einer Kochsalzlosung geldst, eventuell iiber
Kieselgur klar filtriert und gegen Leitungswasser (M) bzw. gegen téglich
gewechseltes, destilliertes Wasser (R) dialysiert. Wenn die Kristallisation
beendet ist, werden die Kristalle abgenutscht, jedoch nicht trocken gesaugt.
Fir die Umkristallisation werden sie wieder in dest. Wasser suspendiert und
durch Zusatz einiger Tropfen einer gesétt. Natriumchloridlésung geldst. Wenn
ndtig, wird iiber Kieselgur filtriert und anschlieBend dialysiert. Die Kristalle
werden bel 2° C unter der letzten Mutterlauge aufbewahrt. Die Kristallisation
des Proteins T erfolgt dhnlich wie bei R gegen destilliertes Wasser, nur wird
der Ammoniumsulfatniederschlag oder die Kristallsuspension statt in Koch-
salz in einem Gemisch von Natriumchlorid und Kaliumdihydrogenphosphat
geldst. _
Zur Konservierung konnte man Toluol (insbesondere beim Protein 7)
nur in kleinen Mengen verwenden, weil die Kristalle durch einen Toluol-
tiberschuf angegriffen werden. Thymol war manchmal vorteilhafter.

Die Molekulargewichte wurden aus den Sedimentationskonstanten Szo w
und Diffusionskonstanten Dsg w, die nicht auf die Konzentration Null extra-
poliert sind, nach der Swvedberg-Formel

B-T- 8, w

20,w* (1— Vo)

errechnet.
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