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Z u s a m m e nf a s s u n g  

C h ar a kt eri si er u n g  ei n e s  E LI S A -T e st s y st e m s  z ur  s p e zifi s c h e n  

Q u a ntifi zi er u n g  v o n  I nt erl e u ki n  (I L) -6/l ö sli c h e n  I L -6  R e z e pt or  

Tr a n s si g n ali n g k o m pl e x e n  v o n R a n a S a di q 

I L- 6 ist  ei n  k ör p er ei g e n es  Pr ot ei n,  d as  i m  R a h m e n  d es  E nt z ü n d u n gs g es c h e h e ns  

h o c hr e g uli ert wir d.  Di e  Si g n altr a ns d u kti o n  v o n I L- 6 wir d  ü b er  z w ei  W e g e  i n d u zi ert. 

W ä hr e n d d es cl assi c -si g n ali n gs bi n d et I L - 6 a n d e n m e m br a n g e b u n d e n e n I L- 6 R, d er 

si c h a uf H e p at o z yt e n u n d ei ni g e n L e u k o z yt e n a rt e n b efi n d et. D er K o m pl e x a us I L- 6 u n d 

d e m ni c ht si g n altr a ns d u zi er e n d e m, m e m br a n g e b u n d e n e n I L- 6 R,  d er α - R e z e pt or, bil d et 

ei n e n  K o m pl e x  mit  d e m  si g n altr a ns d u zi er e n d e m  β - Re z e pt or  g p 1 3 0. D a d ur c h  

w er d e n  v ers c hi e d e n e  Si g n al w e g e  ei n g el eit et . D ur c h  d as  cl assi c -si g n ali n g w er d e n  v or  

all e m  a nti-i nfl a m m at oris c h e R e a kti o n e n h er v or g er uf e n.  I m  L a uf e  d es 

E nt z ü n d u n gs g es c h e h e ns w er d e n a us d e m m e m br a n g e b u n d e n e n I L- 6 R i m m er gr ö ß er e 

M e n g e n d es l ösli c h e n I L- 6R ( sI L - 6 R) g e bil d et. Di es g es c hi e ht z u m gr ö ßt e n T eil d ur c h 

E kt o d o m ä n e n- S h e d di n g d es m e m br a n g e b u n d e n e n I L- 6 R ( 9 0 %),  ei n  g eri n g er er  A nt eil  

d es  sI L - 6 R e ntst e ht  d ur c h  alt er n ati v es  S pli ci n g d er m R N A d es m e m br a n g e b u n d e n e n 

I L- 6 R ( 1 0 %). D er d ur c h d e n sI L - 6 R i n d u zi ert e Si g n al w e g  wir d  tr a ns-si g n ali n g 

g e n a n nt  u n d  r uft z u m gr ö ßt e n T eil pr o-i nfl a m m at oris c h e R e a kti o n e n h er v or. D er 

K o m pl e x a us I L- 6 u n d d e m sI L- 6 R k a n n d ur c h d e n I n hi bit or s g p 1 3 0 F c g e h e m mt 

w er d e n. I n di es er Ar b eit w ur d e n v ers c hi e d e n e M et h o di k e n v er w e n d et,  u m  d e n  

K o m pl e x  a us  I L- 6/sI L- 6 R z u  u nt ers u c h e n.  I m  Z u g e  di es er  U nt ers u c h u n g e n  w ur d e ei n  

E LI S A  g e n ut zt,  d er  d e n  I L- 6/ sI L- 6 R K o m pl e x d et e kti er e n k a n n.  I m G e g e ns at z z u 

d i es e m E LI SA  k ö n n e n bis h er g e n ut zt e E LI SA  I L- 6 u n d  d e n  sI L- 6 R  n ur  ei n z el n  

d et e kti er e n,  j e d o c h  ni c ht  als  K o m pl e x.  I n  v ers c hi e d e n e n  U nt ers u c h u n g e n k o n nt e g e z ei gt 

w er d e n, d ass d er IL - 6/sIL - 6R  K o m pl e x E LI S A i n vitr o  v er w e n d et  w er d e n  k a n n.   

A uss er d e m  w ur d e  g e z ei gt,  d ass  d er  I L - 6/sI L- 6 R K o m pl e x  E LI S A a u c h i n vi v o mit 

Bl uts er e n  v o n v ers c hi e d e n e n Pr o b a n d e n v er w e n d et w er d e n k a n n. D er  I L - 6/sI L- 6 R 

K o m pl e x  E LI S A  w ur d e  i m  K o nt e xt  di es er  Ar b eit  erst m als  i n  vi v o g et est et.  I n ei n e m 

z w eit e n Pr oj e kt w ur d e u nt ers u c ht, o b es m ö gli c h ist, ei n e n dis ulfi d - g e k o p p elt e n 

K o m pl e x a us I L- 6 u n d d e m sI L- 6 R z u bil d e n, d er bi ol o gis c h a kti v ist.



S u m m ar y

C h ar a ct eri z ati o n of a n E LI S A t e st s y st e m f or t h e s p e cifi c q u a ntifi c ati o n of 

i nt erl e u ki n (I L)- 6/ s ol u bl e I L- 6 r e c e pt or tr a n s si g n ali n g c o m pl e x e s b y R a n a S a di q

I L- 6 is a e n d o g e n o us pr ot ei n, t h at is u pr e g ul at e d as p art of t h e i nfl a m m at or y pr o c ess. I L- 6 
si g n ali n g is i n d u c e d vi a t w o p at h w a ys. D uri n g cl assi c si g n ali n g, I L- 6 bi n ds t o t h e m e m br a n e-
b o u n d I L- 6 R f o u n d o n h e p at o c yt es a n d s o m e t y p es of l e u k o c yt es. 

T h e c o m pl e x of I L- 6 a n d t h e n o n-si g n al-tr a ns d u ci n g, m e m br a n e- b o u n d I L- 6 R, t h e α-r e c e pt or,
f or ms a c o m pl e x wit h t h e si g n al-tr a ns d u ci n g β-r e c e pt or g p 1 3 0.

T his i niti at es v ari o us si g n ali n g p at h w a ys. A b o v e all, a nti-i nfl a m m at or y r e a cti o ns ar e c a us e d 
b y t h e cl assi c si g n ali n g. I n t h e c o urs e of t h e i nfl a m m at or y pr o c ess, i n cr e asi n g a m o u nts of t h e 
s ol u bl e I L- 6 R (sI L- 6 R) ar e f or m e d fr o m t h e m e m br a n e- b o u n d I L- 6 R. T his o c c urs m ostl y 
t hr o u g h e ct o d o m ai n s h e d di n g of t h e m e m br a n e- b o u n d I L- 6 R ( 9 0 %), a s m all er pr o p orti o n of 
t h e sI L- 6 R aris es t hr o u g h alt er n ati v e s pli ci n g of t h e m R N A of t h e m e m br a n e- b o u n d I L- 6 R 
( 1 0 %).

T h e si g n ali n g p at h w a y i n d u c e d b y t h e sI L- 6 R is c all e d tr a ns si g n ali n g a n d eli cits m ostl y pr o-
i nfl a m m at or y r es p o ns es. T h e c o m pl e x of I L- 6 a n d t h e sI L- 6 R c a n b e i n hi bit e d b y t h e i n hi bit or
s g p 1 3 0 F c. I n t his w or k diff er e nt m et h o d ol o gi es w er e us e d t o st u d y t h e I L 6/sI L- 6 R c o m pl e x. 
I n t h e c o urs e of t h es e i n v esti g ati o ns, a n E LI S A w as us e d t h at c a n d et e ct t h e I L- 6/sI L- 6 R 
c o m pl e x. I n c o ntr ast t o t his E LI S A, pr e vi o usl y us e d E LI S As c a n o nl y d et e ct I L- 6 a n d t h e sI L-
6 R i n di vi d u all y, b ut n ot as a c o m pl e x. V ari o us st u di es h a v e s h o w n t h at t h e I L- 6/sI L- 6 R 
c o m pl e x E LI S A c a n b e us e d i n vitr o. I n a d diti o n, it w as s h o w n t h at t h e I L- 6/sI L- 6 R c o m pl e x 
E LI S A c a n als o b e us e d i n vi v o wit h bl o o d s er a fr o m diff er e nt s u bj e cts. T h e I L- 6/sI L- 6 R 
c o m pl e x E LI S A w as t est e d i n vi v o f or t h e first ti m e i n t h e c o nt e xt of t his w or k. A s e c o n d 
pr oj e ct i n v esti g at e d w h et h er it is p ossi bl e t o f or m a dis ulfi d e- c o u pl e d c o m pl e x b et w e e n I L- 6 
a n d t h e sI L- 6 R t h at is bi ol o gi c all y a cti v e.
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Ü b er st a n d: m uti ert e s I L -6 G F P + m uti ert er I L -6 R 
( Tr a n sf e kti o n 2)       

Z el ll y s at: m uti ert e s I L-6 G F P + m uti ert er I L -6 R 
( Tr a n sf e kti o n 3)       

Ü b er st a n d: m uti ert e s I L -6 G F P + m uti ert er I L -6 R 
( Tr a n sf e kti o n 3)       

Z el ll y s at: m uti ert e s I L-6 G F P + m uti ert er I L -6 R 
( Tr a n sf e kti o n 4)       

Ü b er st a n d: m uti ert e s I L -6 G F P + m uti ert er I L -6 R 
( Tr a n sf e kti o n 4)       

Z ell l y s at u n d Ü b er st a n d:  
m uti ert er sI L -6 R ( 4 2 A S Ü b er h a n g) + m uti ert e s I L -6 G F P 
( Tr a n sf e kti o n 1)       

Z ell l y s at u n d Ü b er st a n d:  
m uti ert er sI L -6 R ( 4 2 A S Ü b er h a n g) + I L - 6-G F P Wil dt y p 
( Tr a n sf e kti o n 2)       

Z ell l y s at u n d Ü b er st a n d:  
m uti ert er sI L -6 R ( 1 7 A S Ü b er h a n g) + m uti ert e s I L -6 G F P 
( Tr a n sf e kti o n 3)   

Z ell l y s at u n d Ü b er st a n d:  
m uti ert er sI L -6 R ( 1 7 A S Ü b er h a n g) + I L -6 G F P Wil dt y p 
( Tr a n sf e kti o n 4)     

Z ell l y s at u n d Ü b er st a n d:  
m uti ert er sI L -6 R ( P C R) + m uti ert e s I L -6 G F P 
( Tr a n sf e kti o n 5)    

Z ell l y s at u n d Ü b er st a n d:  
m uti ert er sI L -6 R ( P C R) + I L -6 G F P Wil dt y p 
( Tr a n sf e kti o n 6)   

Z ell l y s at u n d Ü b er st a n d: m uti ert e s HI L-6 
( Tr a n sf e kti o n 7)       

Z ell l y s at u n d Ü b er st a n d: HI L -6 Wil dt y p 
( Tr a n sf e kti o n 8)    

Pr ol if er ati o n s a s s a y i n B a/ F 3-g p 1 3 0 -Z ell e n z ur  
K o ntr oll e d er bi ol o gi s c h e n A kti vit ät d er m uti ert e n Z yt o ki n e  

Pr ol if er ati o n s a s s a y i n B a/ F 3-g p 1 3 0 -Z ell e n z ur K o ntr oll e 
d er bi ol o gi s c h e n A kti vit ät d er C o -Tr a n s ef e kti o n e n  

I L-6/ sI L -6 R K o m pl e x E LI S A    

I L-6/ sI L -6 R K o m pl e x E LI S A mit I L - 6      

I L-6/ sI L -6 R K o m pl e x E LI S A mit sI L -6 R 

I L-6/ sI L -6 R K o m pl e x E LI S A mit HI L -6   

5 5 

5 5  

5 5  

5 5 

5 5 

5 7  

5 7  

5 7  

5 8 

5 8  

5 8  

5 8  

5 8  

6 2 

6 3  

6 4 

6 7 

6 7 

6 7  



I n h alts v erz ei c h nis  

VIII  

A b b. 4. 9. 1  

A b b . 4. 9. 2 

A b b . 4. 9. 3 

A b b . 4. 1 0. 1 

A b b . 4. 1 0. 2 

A b b . 4. 1 0. 3 

A b b . 4. 1 0. 4 

A b b . 8. 2. 1 

A b b . 8. 2. 2 

A b b . 8. 2. 3 

A b b . 8. 2. 4 

A b b . 8. 2. 5 

A b b . 8. 2. 6 

A b b . 8. 2. 7 

A b b . 8. 2. 8 

A b b . 8. 2. 9 

A b b. 8. 2. 1 0  

I L-6/ sI L -6 R K o m pl e x E LI S A mit HI L -6 

I L-6/ sI L -6 R K o m pl e x E LI S A mit I L -6  
+ 1 0 n g/ ml sI L -6 R

I L-6/ sI L -6 R K o m pl e x E LI S A mit I L -6 
+ 5 0 n g/ ml sI L -6 R

I L-6 R E LI S A mit HI L -6       

I L-6 R E LI S A mit Bl ut s er e n 

M e s s w ert e d e s I L -6/ sI L -6 R K o m pl e x E LI S A s mit 
HI L -6       

M e s s w ert e d e s I L -6/ sI L -6 R K o m pl e x E LI S A s f ür   
di e Pr o b e n 1 – 4 ( Bl ut s er e n) i n u n v er d ü n nt er F or m 

Pl a s mi d k art e p c D N A 3. 1 -hI L -6 R  

Pl a s mi d k art e p c D N A 3. 1 -HI L - 6- F c  

Pl a s mi d k art e p c D N A 3. 1 -I L-6 G F P  

Pl a s mi d k art e p c D N A 3. 1 -sI L -6 R  

Pl a s mi d k art e  p c D N A 3. 1 -H y p er -I L- 6-F c  S e q L 1 ( + 4 2 A S)  

Pl a s mi d k art e p c D N A 3. 1 -H y p er -I L- 6-F c S e q L 2 ( + 1 7 A S ) 

Pl a s mi d k art e p c D N A 3. 1 -sI L -6 R ( a u s P C R)  

Ali g n m e nt d e s m uti ert e n sI L -6 R ( a u s P C R) u n d d e s  
m uti ert e n sI L -6 R a u s B a m H І-V er d a u ( + 4 2 A S Ü b er h a n g)  

Ali g n m e nt d e s m uti ert e n sI L -6 R ( a u s P C R) u n d d e s  
m uti ert e n sI L -6 R a u s B a m H І-V er d a u ( + 1 7 A S Ü b er h a n g)  

Ali g n m e nt d e s m uti ert e n sI L -6 R a u s B a m H І-V er d a u 
( + 1 7 A S Ü b er h a n g) u n d d e s m uti ert e n sI L-6 R a u s 
B a m H І-V er d a u ( + 4 2 A S Ü b er h a n g)        

7 0  

7 0  

7 0  

7 3 

7 3 

7 4 

7 4 

9 4 

9 7 

1 0 0  

1 0 3 

1 0 6 

1 0 9  

1 1 2  

1 1 5 

1 1 5 

1 1 6 



T a b ell e n v erz ei c h nis  

I X  

T a b ell e n v er z ei c h ni s  

T a b ell e 3. 1. 1  

T a b el l e 3. 1. 2 

T a b el l e 3. 1. 3 

T a b el l e 3. 1. 4 

T a b el l e 3. 1. 5 

T a b el l e 3. 1. 6 

T a b el l e 3. 1. 7 

T a b ell e 3. 1. 8. 1  

T a b ell e 3. 1. 8. 2  

T a b el l e 3. 1. 9 

T a b el l e 3. 1. 1 0 

T a b el l e 3. 1. 1 1 

T a b el l e 3. 1. 1 2 

T a b el l e 3. 1. 1 3 

T a b el l e 3. 1. 1 4 

T a b el l e 3. 2. 1.4 

T a b el l e 3. 2. 1.4. 1  

T a b el l e 3. 2. 1.4. 1. 2  

T a b ell e 3. 2. 1. 4 . 1.3 

T a b el l e 3. 2. 1.4. 2  

T a b el l e 3. 2. 1. 4. 2. 1 

T a b el l e 3. 2. 1.5 

T a b el l e 3. 2. 1.8 

V er w e n d et e A nti bi oti k a       

Pri m är e u n d s e k u n d är e A nti k ör p er       

V er w e n d et e C h e mi k ali e n       

V er w e n d et e E n z y m e  

V er w e n d et e G er ät e  

V er w e n d et e Gr ö ß e n m ar k er  

V er w e n d et e KI Ts  

K ult ur m e di e n ( B a kt eri e n)  

K ult ur m e di e n ( Z ell k ult ur)  

Oli g o n u kl e oti d e  

V er w e n d et e Pl a s mi d e  

P uff er z u s a m m e n s et z u n g  

R e k o m bi n a nt e Pr ot ei n e  

V er b r a u c h s m at eri al 

Z el lli ni e n 

A bl a uf  ei n er St a n d ar d-P C R  

A n n e ali n g -T e m p er at ur e n d er Gr a di e nt e n -P C R  

A n s at z d er Gr a di e nt e n -P C R  

P C R -Pr o gr a m m d er Gr a di e nt e n -P C R  

A n s ät z e f ür M ut a g e n e s e -P C R     

Pr o gr a m m f ür M ut a g e n e s e -P C R     

D p nI -V er d a u      

A n s a t z f ür di e T e st s p alt u n g 

1 4  

1 4  

1 5  

1 6  

1 7 

1 8 

1 8  

1 8  

1 9  

1 9  

2 0  

2 0  

2 2  

2 3 

2 3  

2 7  

2 8 

2 8 

2 8 

2 9  

3 0  

3 0 

3 3 



T a b ell e n v erz ei c h nis  

Ⅹ  

T a b ell e 3. 2. 1. 8. 1  

T a b el l e 3. 2. 2.4 

T a b e ll e 3. 2. 3.2 

T a b el l e 4. 6. 1  

T a b el l e 4. 1. 1 

T a b el l e 4. 6. 1 

T a b ell e 4. 6. 1. 2  

T a b ell e 4. 8. 1 

T a b el l e 4. 8. 2 

T a b el l e 4.9 . 1 

T a b el l e 4. 9.2 

T a b el l e 4. 9. 3 

T a b el l e 4. 1 0. 1 

T a b el l e 4. 1 0. 2 

T a b el l e 4. 1 0. 3 

T a b el l e 4. 1 0. 4 

Li g ati o n s a n s at z  mit  I n s ert a u s  Gr a di e nt e n -P C R  

Tr a n sf e kti o n s a n s at z  f ür a d h är e nt e Z ell e n        

I n h alt s a n g a be n z u Tr e n n g el  u n d S a m m el g el  

R L U  i n Pr olif er ati o n s a s s a y s  mit  B a/ F 3 -g p 1 3 0       

M e s s w ert e d e s  I L-6/ sI L -6 R  K o m pl e x  E LI S A s  f ür HI L -6 

M e s s w ert e d e s  I L-6/ sI L -6 R  K o m pl e x  E LI S A s  f ür  
I L-6 +  1 0 n g/ ml  sI L -6 R  u n d  I L-6 +  5 0 n g/ ml  sI L -6 R  

R L U  in Pr olif er ati o n s a s s a y s  mit  B a/ F 3- g p 1 3 0 -Z ell e n  mit  
C o -Tr a n sf e kti o n e n  

R o h w ert e d er  M e s s w ert e d e s  I L-6/ sI L -6 R  K o m pl e x  
E LI S A s  i n R L U  f ür I L-6,  sI L -6 R  u n d HI L -6   

M e s s w ert e d e s  I L-6/ sI L -6 R  K o m pl e x  E LI S A s  i n R L U  f ür 
I L- 6, sI L - 6R  u n d  HI L - 6       

R o h w ert e d er  M e s s w ert e d e s  I L- 6/ sI L- 6R  K o m pl e x 
E LI S A s  i n R L U  f ür HI L - 6, 
I L-6 +  1 0 n g/ ml  sI L -6 R  u n d  I L-6 +  5 0 n g/ ml  sI L -6 R  

M e s s w ert e d e s  I L-6/ sI L -6 R  K o m pl e x  E LI S A s  f ür HI L - 6 

M e s s w ert e d e s  I L-6/ sI L -6 R  K o m pl e x  E LI S A s  f ür I L-6  +  1 0 
n g/ ml  s  I L-6 R  u n d  
I L-6 +  5 0 n g/ ml  s  I L-6 R  

M e s s w ert e  d e s  I L-6/ sI L -6 R  K o m pl e x  E LI S A s  f ür HI L - 6 

M e s s w ert e d e s  I L-6/ sI L -6 R  K o m pl e x  E LI S A s  f ür di e  
Pr o b e n 1 - 4 ( Bl ut s er e n) in d e n V er d ü n n g u n g e n  1: 2 5 
U n d 1: 4 0    

M e s s w ert e d e s  I L-6/ sI L -6 R  K o m pl e x  E LI S A s  f ür HI L - 6 

M e s s w ert e d e s  I L-6/ sI L 6 R -K o m pl e x  E LI S A s  f ür di e 
Pr o b e n 1 -4 ( Bl ut s er e n) in u n v er d ü n nt er  F or m        

3 3  

3 5 

4 0 

6 2  

4 3 

6 2  

6 4  

6 8  

6 8  

7 1  

7 1  

7 2 

7 4  

7 4  

7 5  

7 5 
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E i nl eit u n g 

1. 1  D a s pl ei otr o p e Z yt o ki n I nt erl e u ki n 6 

Z yt o ki n e  si n d  kl ei n e,  vi elf a c h  gl y k os yli ert e  Pr ot ei n e ,  di e  i n v ers c hi e d e n e  Kl ass e n  

u nt ert eilt  w er d e n. Hi er z u  g e h ör e n I nt erl e u ki n e  (I L), I nt erf er o n e, Wa c hst u msf a kt or e n  u n d 

C h e m o ki n e ( S c h ell er et  al .  2 0 1 1).  Si e n e h m e n  ei n e  wi c hti g e  F u n kti o n  w ä hr e n d  

E nt z ü n d u n gs pr o z ess e n ei n  u n d  b e ei nfl uss e n  Pr olif er ati o n  u n d  Diff er e n zi er u n g  v o n 

Zi el z ell e n . Z u r Gru p p e d er I nt erl e u ki n e g e h ör e n u nt er a n d er e m I L -6, I L -1 1, I L -2 7, I L -3 1, 

L e u k ä mi e i n hi bi er e n d er F a kt or ( LI F), O n c ost ati n M ( O S M)  u n d d er  cili ar n e ut otr o p hi c  

f act or  ( C N T F) (H ei nri c h et al.  2 0 0 3, S c h ell er et  al . 2 0 0 6). 

I m  R a h m e n  di es er  Ar b eit  ist i m  s p e zi ell e n  d as  I nt erl e u ki n  I L-6 v o n  ess e nti ell er  

B e d e ut u n g. Es  h a n d elt  si c h  u m  ei n  pr o -i nfl a m m at oris c h es  Z yt o ki n,  d as  in 

E nt z ü n d u n gs pr o z ess e n  ei n e b es o n d er e R oll e a uf w eist . D as Pr ot ei n  I L- 6 ist gl y k os yli ert, 

b est e ht a us  1 8 4 A mi n os ä ur e n, ist 2 1 – 2 8 k D a gr o ß u n d wir d  a us 4 α -H eli c es g e bil d et . 

Di e  4  α -H eli c es  l a g er n  si c h  z u  ei n e m  B ü n d el  mit  ei n er u p- u p- d o w n- d o w n T o p ol o gi e 

z us a m m e n  ( H a m m a c h er et  al . 1 9 9 4).  Z ur  Bi n d u n g  a n  d e n  I L- 6  R e z e pt or  (I L-6 R)  + 

Gl y k o pr o t ei n  1 3 0  ( g p 1 3 0) b esit zt  I L -6  dr ei  Bi n d u n gsst ell e n. I L- 6 wir d  v o n  vi el e n  

v ers c hi e d e n e n  Z ell e n  pr o d u zi ert,  wi e  z. B.  Fi br o bl ast e n,  E n d ot h el z ell e n  o d er  

T u m or z ell e n.  D es Weit er e n  ist es  i m Bl ut g es u n d er M e ns c h k a u m d et e kti er b ar,  di e M e n g e 

li e gt u nt er N or m al b edi n g u n g e n z wis c h e n  2 - 6 p g/ ml ( S c a m bi a et al. 1 9 9 4), st ei gt j e d o c h 

b ei  E nt z ü n d u n g . I n d er  L e b er  i n d u zi ert I L-6 di e A k ut -P h as e - R e a kti o n ( A P R)  u n d di e 

Bil d u n g v o n A P R - Pr ot ei n e n, di e mit E nt z ü n d u n g e n ass o zii ert  si n d ( M ur a g a c hi  

et al . 1 9 8 7)  Z u d e m b esit zt I L -6 Ei nfl uss a uf B -Z ell e n, i n d e m es di e Diff er e n zi er u n g z u 

Pl as m a z ell e n u n d di e Pr o d u kti o n v o n I m m u n gl o b uli n e n st e u ert ( M ur a g u c hi et al.  1 9 8 8). 

N e b e n  di es e n  pr o -i nfl a m m at oris c h e n  Ei g e ns c h aft e n  b esit zt I L- 6  a u c h  

a nti- i nfl a m m at oris c h e Ei g e ns c h aft e n ,  wi e  di e  A nr e g u n g  d er  i nt esti n al e n  E pit h el z ell e n 

u n d di e H e m m u n g d er A p o pt os e di es er E pit h el z ell e n  ( S c h ell er et al.  2 0 1 1). I L-6 k a n n  

v ers c hi e d e n e  Si g n al w e g e  a usl ös e n. Di es e  w er d e n  a us g el öst , i n d e m  I L-6  e nt w e d er  a n  

ei n e n m e m b r a nst ä n di g e n I L-6 R (I L -6 R) o d er ei n e n l ösli c h e n I L -6 R (sI L -6 R) bi n d et. Di e 

u nt ers c hi e dli c h e n Si g n al w e g e w er d e n i m f ol g e n d e n A bs c h nitt n ä h er erl ä ut ert. 
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1. 2   Di e Si g n alt r a n s d u kti o n d e s I nt erl e u ki n 6  

Di e  I L - 6 Si g n altr a ns d u kti o n  erf ol gt  ü b er  z w ei  Art e n  v o n  R e z e pt or e n:  d e n  

m e m br a nst ä n di g e n I L-6 R u n d d e n l ösli c h e n  sI L-6 R. Di e Si g n altr a ns d u kti o n ü b er  d e n  

m e m br a nst ä n di g e n I L-6 R wir d cl assi c -si g n ali n g g e n a n nt. D as  cl assi c -si g n ali n g v o n I L -

6  erf ol gt  d ur c h  ei n e n  K o m pl e x,  d er  a us  d e m  ni c ht -si g n altr a ns d u zi er e n d e m I L-6 R (α -

R e z e pt or)  u n d d e m si g n altr a ns d u zi er e n d e n β -R e z e pt or Gl y k o pr ot ei n 1 3 0 ( g p 1 3 0) b est e ht. 

D er gl y k ol ysi ert e I L -6 R ist c a. 8 0 k D a gr o ß u n d g e h ört z ur Kl ass e d er  T y p -І-R e z e pt or e n. 

Di es e R e z e pt orf a mili e u mf asst  R e z e pt or e n f ür  I L- 1, I L-2, I L -3, I L -4, I L -5, I L -6, I L - 7, 

I L-9,  I L -1 1,  I L - 1 2, I L-1 5,  Er yt hr o p o eti n  ( E P O),  d e n  Gr a n ul o z yt e n  K ol o ni e -

sti m uli er e n d e n  F a kt or  ( G -C S F),  d e n  Gr a n ul o z yt e n- M a kr o p h a g e n  K ol o ni e-

sti m uli er e n d e n F a kt or ( G M -C S F), d e n L e u k ä mi e i n hi bi er e n d e n F a kt or ( LI F), O n c ost ati n 

M  ( O S M),  C ar di otr o p hi n -I  ( C T-1),  d e n  zili ar e n  n e ur otr o p h e n  F a kt or  ( C N T F),  

T hr o m b o p o eti n  ( T P O)  u n d  L e pti n  ( S pr e c h er  et  al.  1 9 9 8).  D er  I L -6 R  ist  ei n  T y p -І 

Tr a ns m e m br a n pr ot ei n u n d b est e ht a us dr ei e xtr a z ell ul är e n D o m ä n e n  ( D 1-D 3). Di e D 1 -

D o m ä n e  ist  ei n e  I g -ä h nli c h e  D o m ä n e,  di e  Fi br o n e cti n  D o m ä n e n  2  u n d  3  e nt h alt e n  

Z yt o ki n- Bi n d e m oti v e ( C B M). D es Weit er e n  b est e ht d er I L -6 R a us ei n er St al k - R e gi o n, 

d ess e n A uf g a b e d ari n b est e ht , d e n A bst a n d z wis c h e n d e n dr ei e xtr a z ell ul är e n D o m ä n e n 

u n d d er  M e m br a n a uf z u b a u e n. D er  w eit er e B est a n dt eil d es I L -6 R ist di e tr a ns m e m br a n är e 

u n d di e i ntr a z ell ul är e D o m ä n e. I L-6 wi e d er u m b esit zt  dr ei v ers c hi e d e n e Bi n d u n gsst ell e n,  

di e erst e Bi n d u n gsst ell e  bi n d et a n d as C B M d es  I L-6 R, w ä hr e n d di e Bi n d u n gsst ell e n 2  

u n d 3  a n d as si g n altr a ns d u zi er e n d e g p 1 3 0 bi n d e n ( B ar a n et  al.  2 0 1 3). N ur d er K o m pl e x 

a us I L -6/I L -6 R f ü hrt z ur H o m o di m erisi er u n g v o n z w ei g p 1 3 0- Gl y k pr ot ei n e n u n d d a mit 

z ur  Si g n altr a ns d u kti o n, d a  w e d er  I L - 6, n o c h d er  I L -6 R  ei n z el n  ei n e Affi nit ät z u d e m 

g p 1 3 0- Gl y k o pr ot ei n b esit z e n (J ost o c k et al.  2 0 0 1).  



Ei nl eit u n g  

3 

A b b. 1. 2. 1 : A uf b a u d es I L-6/I L -6 R/ g p 1 3 0 K o m pl e x es . D er m e m br a nst ä n di g e I L -6 R b est e ht a u s ei n er 

i ntr a z ell ul är e n D o m ä n e (I C D), ei n er Tr a n s m e n br a n d o m ä n e ( T M D), ei n er St al k -R e gi o n (i n d er A b bil d u n g 

r ot d ar g est ellt,  n ä h er e  Erl ä ut er u n g  si e h e  A b b.  1. 2. 3 )  u n d  dr ei  e xtr a z ell ul är e n  D o m ä n e n.  D as  

si g n altr a n s d u zi er e n d e g p 1 3 0 b est e ht a u s dr ei D o m ä n e n, di e mit d e m I L -6 i nt er a gi er e n. E b e n s o b est e ht I L -

6 a u s dr ei D o m ä n e n, di e s o w o hl di e Bi n d u n g a n d as si g n altr a n s d u zi er e n d e g p 1 3 0, als a u c h di e Bi n d u n g a n 

d e n m e m br a n st ä n di g e n I L -6 R b e wir k e n. Di e  Bi n d u n g sst ell e 1 d es I L -6 bi n d et a n di e D o m ä n e n z w ei u n d 

dr ei d es m e m br a n st ä n di g e n I L -6 R. D ur c h di es e n M e c h a nis m u s wir d ei n e H o m o di m eri si er u n g v o n z w ei 

g p 1 3 0 M ol e k ül e n b e wir kt  (r e c ht e Gr afi k). Di e Bi n d u n g sst ell e 2  d es I L -6 bi n d et d ar a uf hi n a n di e D o m ä n e n 

z w ei u n d dr ei d es g p 1 3 0, d i e Bi n d u n g sst ell e 3 d es I L -6 bi n d et a n di e D o m ä n e 1 d es g p 1 3 0. D er e ntst a n d e n e 

K o m pl e x a u s I L -6/I L -6 R/ g p 1 3 0 f ü hrt i m w eit er e n Verl a uf z ur Si g n altr a ns d u k ti o n (r ot er Pf eil i n r e c ht er 

Gr afi k) . 

W ä hr e n d  g p 1 3 0  u bi q uit är  v or k o m mt,  b efi n d et  si c h  d er  I L-6 R  n ur  a uf  H e p at o z yt e n,  

M a kr o p h a g e n, M o n o z yt e n  u n d  n e utr o p hil e n  Gr a n ul o z yt e n  (C h al aris et  al.  2 0 1 1 ). 

Es  k ö n n e n  v ers c hi e d e n e  Si g n al w e g e  d ur c h  g p 1 3 0  a kti vi ert  w er d e n:  d er  

J A K/ S T A T-Si g n al w e g, d er mit o g e n a cti v at e d pr ot ei n ki n as e  Si g n al w e g ( M A P K) o d er d er 

p h os p h ati d yl- i n osit ol- 3- ki n as e Si g n al w e g (PI 3 K) . N a c h d e m si c h d er K o m pl e x a us I L - 6, 

sI L-6 R u n d d e m g p 1 3 0 -Di m er g ef or mt h at, wir d v or all e m d er J A K/ S T A T - Si g n al w e g 

a kti vi ert. D ur c h A kti vi er u n g  v o n g p 1 3 0 ( G us c hi n et al . 1 9 9 5) wir d ei n e J a n us- K i n as e 

(J A K) a kti vi ert,  di e  z ur  F a mili e  d er  R e z e pt or tyr osi n k i n as en  g e h ör t.  Z u  di es er 
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Ki n as e fa mili e g e h ör e n J A K 1, J A K 2  u n d T y k 2 . N a c h A kti vi er u n g p h os p h or yli er e n di e 

J A Ks  T yr osi nr e z e pt or m oti v e  d es  Gl y k o pr ot ei ns g p 1 3 0  ( E u l e nf el d et  al . 2 0 1 2),  u n d 

n a c hf ol g e n d v ers c hi e d e n e si g n al  tr a ns d u c er  a n d a cti v at or  of  tr a ns cri pti o n  Pr ot ei n e  

( S T A T) d ur c h ei n e P h os p h or yli er u n g . Di e p h os p h or yli ert e n S T A T -Pr ot ei n e bil d e n H o m o - 

b z w. H et er o di m er e u n d tr a nsl o zi er e n i n d e n Z el l k er n u n d a kti vi er e n b esti m mt e Zi el g e n e 

d ur c h di e Bi n d u n g a n Zi el pr o m ot or e n  mitt els s p e zifis c h er Bi n d u n gst ell e n ( S e ki m ot o et 

al.   1 9 9 7). D er  J A K/ S T A T -Si g n al w e g  k a n n  wi e d er u m  d ur c h  pr ot ei n -i n hi bit or- of-

a cti v at e d -S T A T  Pr ot ei n e  ( PI A S)  i n hi bi ert  w er d e n.  Z u  d er  F a mili e  d er  PI A S- Pr ot ei n e 

g e h ör e n f ü nf Pr ot ei n e : PI A S 1, PI A S 3, PI A Sα, PI A S, PI A S β u n d PI A S y ( H ei nri c h et al.  

2 0 0 3). Di e PI A S Pr ot ei n e i n hi bi er e n v ers c hi e d e n e St ell e n d es J A K/ S T A T-Si g n al w e g es. 

PI A S 1 i n hi bi ert di e  D N A -Bi n d u n g  d er  a kti vi ert e n  S T A T 1  Pr ot ei n e  u n d  d ar a uf hi n  di e  

d ur c h S T A T 1 h er v or g er uf e n e G e ni n d u kti o n  ( Li u et al. 1 9 9 8). N e b e n d e n PI A S Pr ot ei n e n 

k a n n  d er  J A K/ S T A T -Si g n al w e g  a u c h  d ur c h  s u p pr ess or- of- c yt o ki n e-si g n ali n g Pr ot ei n e 

( S O C S) i n hi bi ert w er d e n. Z u d e n S O C S Pr ot ei n e n g e h ör e n di e c yt o ki n e i n d u ci b l e S H 2 

Pr ot ei n e ( CI Ss)  u n d di e S T A T -i n d u c e d S T A T i n hi bit ors ( S SIs). Di es e Pr ot ei n e b ei n h alt e n 

ei n e S H 2 -D o m ä n e u n d ei n e C -t er mi n al e D o m ä n e ( H ei nri c h et al.  2 0 0 3). S O C S Pr ot ei n e  

g e h ör e n z ur F a mili e d er F e e d b a c k I n hi bit or e n, d a si e d ur c h d e n J A K/ S T A T - Si g n al w e g 

i n d u zi ert w er d e n. J e d o c h i n hi bi er e n di e S O C S Pr ot ei n e e b e ns o wi e di e PI A S -Pr ot ei n e a n 

u nt ers c hi e dli c h e n  St ell e n  d es  J A K/ S T A T - Si g n al w e g es. CI S  Pr ot ei n e  k o n k urri er e n  mit  

S T A T 5 Pr ot ei n e n u m K o nt a ktfl ä c h e n d es Er yt hr o p o eti n R e z e pt ors ( E p o R) ( M ats u m ot o et 

al.  1 9 9 7, Ver di er et al.  1 9 9 8). S O C S 3 Prot ei n e bi n d e n a n g p 1 3 0 u n d k ö n n e n s o mit di e 

A kti vi er u n g v o n g p 1 3 0 i n hi bi er en ( S c h mit z et al.  2 0 0 0; Ni c h ols o n et al.  2 0 0 0). A u ß er d e m 

bi n d e n S O C S 3 Pr ot ei n e g e n a us o wi e S O C S 1 Pr ot ei n e mitt els i hr er S H 2 -D o m ä n e a n d e n 

S c hl eif e n b er ei c h d er J A K -Pr ot ei n e , di e f ür di e A kti vi er u n g z ust ä n di g si n d  (S as a ki et al.  

1 9 9 9, S as a ki et al.  2 0 0 0). 

Di e  w eit er e n  Si g n al w e g e  M A P K  u n d  PI 3 K  w er d e n  d ur c h  d as  S H P 2  bi n d e n d e 

P h os p h ot yr osi n Y 7 5 9  a kti vi ert  ( F u hr er et  al.  1 9 9 5). N a c h  d er  A kti vi er u n g  d er  

v ers c hi e d e n e n  Si g n al w e g e  wir d  wi e d er u m  di e  Tr a ns kri pti o n  d er  j e w eili g e n  Zi el g e n e  

a kti vi ert . D as Pr ot ei n S H P 2 a kti vi ert ü b er d ass el b e  M oti v d e n M A P K - Si g n al w e g. D ur c h 
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di es e v ers c hi e d e n e n F u n kti o n e n di es es M oti vs wir d d as Gl ei c h g e w i c ht z wis c h e n M A P K 

u n d J A K/ S T A T- Si g n al w e g a ufr e c ht er h alt e n  ( E ul e nf el d et al. 2 0 1 2).  

N e b e n d e m cl assi c -si g n ali ng  ü b er d e n m e m br a n st ä n di g e n I L -6/I L -6 R K o m pl e x, ist ei n e 

w eit er e F or m d er Si g n al a kti vi er u n g b es c hri e b e n : d er Tr a ns -Si g n al w e g ( tr a ns-si g n ali n g ). 

D as tr a ns-si g n ali n g b est e ht a us ei n e m K o m pl e x a us I L - 6 u n d d er l ösli c h e n F or m d es 

I L-6 R  (sI L -6 R) .  I L-6  bi n d et  mit  gl ei c h er  Affi nit ät  a n  d e n  sI L -6 R  wi e  a n  d e n  I L- 6 R 

( R os e-J o h n et al. 1 9 9 4). D er I L -6 R wir d n ur v o n ei n er g eri n g e n A n z a hl a n Zi el z ell e n 

e x pri mi ert, u nt er a n d er e m H e p at o z yt e n, B -Z ell e n, ei ni g e n T -Z ell e n u n d M a kr o p h a g e n 

( C h al aris et  al . 2 0 1 1),  w o hi n g e g e n  g p 1 3 0  v o n  all e n  Z ell e n  u bi q uit är  e x pri mi ert  wir d  

( G ar b ers et al . 2 0 1 2). S o mit b es c hr ä n kt si c h d as c l assi c-si g n ali n g n ur a uf d e n A nt eil d er 

Z ell e n,  di e  d e n  I L-6 R  e x pri mi er e n.  D as  tr a ns-si g n ali n g k a n n  i n  all e n  Z ell e n  

h er v or g er uf e n w er d e n ( R os e-J o h n et al.  1 9 9 4).  

A b b. 1. 2. 2 : cl a ssi c -si g n ali n g  u n d tr a ns-si g n ali n g  i m Ve r gl ei c h. W ä hr e n d d es cl assi c -si g n ali n g s  bi n d et 

d as Z yt o ki n I L -6 a n d e n  m e m br a n st ä n di g e n  I L-6 R.  Di es er wir d ni c ht u bi q uit är e x pri mi ert. Er wir d a uf 

Z ell e n wi e H e p at o z yt e n u n d L e u k o z yt e n e x pri mi ert. N a c h d e m si c h d er  m e m br a n st ä n di g e K o m pl e x  a u s 

I L-6/I L -6 R  g e bil d et  h at , f ol gt  di e  Bi n d u n g  d es  K o m pl e x es  a n  g p 1 3 0.  D ar a uf hi n  wir d  v or  all e m  d er  

J A K/ S T A T-Si g n al w e g  a kti vi ert.  W ä hr e n d  d es tr a n s-si g n ali n g s bi n d et  I L -6  a n  d e n  sI L -6 R,  d er  

h a u pts ä c hli c h  d ur c h  S h e d di n g d es  m e m br a n st ä n di g e n  I L-6 R i m B er ei c h d er St al k-R e gi o n (r ot d ar g est ellt) 

d ur c h di e A D A M -Pr ot e as e n  1 0 u n d 1 7  e ntst e ht  (si e h e A b b. 1. 2. 3). Di es er Si g n al w e g k a n n d ur c h Bi n d u n g 

d es  n at ürli c h  v or k o m m e n d e n  I n hi bit ors  s g p 1 3 0  o d er  d es F u si o n s pr ot ei n  s g p 1 3 0 F c a n d e n  I L- 6/sI L-6 R 
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K o m pl e x  g e h e m mt  w er d e n.  B e griffs erl ä ut er u n g e n:  I C D = i ntr a z ell ul är e  D o m ä n e,  

T M D = Tr a n s m e m br a n d o m ä n e , N u m m eri er u n g 1- 3= D o m ä n e n 1 - 3 

D er  sI L -6 R  e ntst e ht  d ur c h z w ei u nt ers c hi e dli c h e  M e c h a nis m e n :  ü b er wi e g e n d  d ur c h 

E kt o d o m ä n e n- S h e d di n g ( 9 0 %) d es I L- 6 R d ur c h A Disi nt e gri n A n d M et all o pr ot ei n as e n  

( A D A M-Pr ot e as e n)  o der i n g eri n g e m A us m a ß d ur c h alt er n ati v es S pli ci n g d er m R N A d es 

I L- 6 R ( 1 0 %). D as  E kt o d o m ä n e n - S h e d di n g v er mitt elt  v or all e m A D A M 1 7 . A D A M 1 7 

i n d u zi ert ei n e S p alt u n g z wis c h e n d e n A mi n os ä ur e n Q 3 5 7 -D 3 5 8 i n d er St al k -R e gi o n d es 

I L-6 R  ( M üll b er g  et  al .  1 9 9 4). A D A M -M et all o pr ot e as e n  g e h ör e n  z ur  Gr u p p e  d er  

T y p - 1-M et all o pr ot e as e n  u n d  si n d  b eis pi els w eis e  a u c h  f ür  d as  S h e d di n g  d es  

I L- 1-R e z e pt ors  z ust ä n di g  ( Bl a c k  2 0 0 2 ; Bl o b el  2 0 0 2 ).  D as  S h e d di n g  k a n n  d ur c h  d as  

C- r e a kti v e Pr ot ei n ( C R P) (J o n es  et al. 1 9 9 4), P h or b ol - 1 2- myrist at e - 1 3-A c e at ( P M A) o d er

b a kt eri ell e  T o xi n e  ( M üll b er g  et  al.  1 9 9 3)  i niti iert w er d e n. A u c h A p o pt os e  f ü hrt  z u m

S h e d di n g d es I L -6 R ( C h al ari s et al. 2 0 0 7 ). N e b e n A D A M 1 7 ist a u c h A D A M 1 0 a n  d er

E ntst e h u n g  d es  sI L -6 R b et eili gt .  A D A M 1 0  ü b er ni m mt  ei n ers eits  di e  A uf g a b e  d es

k o nstit uti v e n  S h e d di n gs  d es  I L -6 R  u n d  h ält  s o mit  di e  sI L -6 R  M e n g e  a uf  ei n e m

k o nst a nt e n Ni v e a u  ( M att h e ws et al . 2 0 0 3). E b e nf alls k a n n A D A M 1 0 d ur c h I o n o m y ci n

a kti v ert w er d e n ( G ar b ers  et al.  2 0 1 1). D er d ur c h S h e d d i n g u n d S pli ci n g  e ntst a n d e n e sI L -

6 R b est e ht a us dr ei e xtr a z ell ul är e n D o m ä n e n, es f e hl e n di e T M D u n d di e I C D d es I L- 6 R

( Ta g a et al.  1 9 8 9). D as c l assi c-si gn ali n g  u n d d as tr a ns-si g n ali n g  u nt ers c h ei d e n si c h d a h er

z u m ei n e n d ur c h  d e n R e z e pt or, d er j e w eils I L -6 bi n d et (sI L - 6 R o d er m e m br a n g e b u n d er

I L-6 R), u n d di e Z ell art e n, di e d e n j e w eili g e n Si g n al w e g  d ur c hf ü hr e n k ö n n e n: ei n ers eits

di e G es a mt h eit all er Z ell e n, di e d as tr a ns-si g n ali n g a usf ü hr e n k ö n n e n, a n d er ers eits di e

L e u k o z yt e n u n d H e p at o z yt e n, di e d as c l assi c-si g n ali n g a usf ü hr e n k ö n n e n. D a h er k ö n n e n

ei ni g e  Z ell e n  wi e  e m br y o n al e St a m m z ell e n ,  T-Z ell e n, gl att e  M us k el z ell e n  u n d

E n d ot h el z ell e n n ur ü b er d as tr a ns-si g n ali n g a kti vi ert w er d e n ( C h al aris et al.  2 0 1 1). Ei n

w eit er es U nt ers c h ei d u n gs krit eri u m si n d  di e  A us wir k u n g e n  a uf  d e n  Or g a nis m us : d as

cl assi c -si g n ali n g wir kt e h er  a nti -i nfl a m m at oris c h  u n d  d as  tr a ns-si g n ali n g e h er

pr o- i nfl a m m at oris c h.  R e g e n er ati v e  Pr o z ess e,  wi e  di e  Pr olif er ati o n  i nt esti n al er

E pit h el z ell e n  si n d s o mit d er m e m br a nst ä n di g e n Si g n altr a ns d u kti o n z u z us c hr ei b e n, di e

ü b er  Bi n d u n g v o n I L -6 a n d e n I L -6 R d er E pit h el z ell e n a us g el öst wir d ( B e c k er et  al.

2 0 0 4).  Vor g ä n g e  wi e  di e  E nt wi c kl u n g  v o n  A ut oi m m u n kr a n k h eit e n  wi e  R h e u m at oi d e

Art hritis  (N o w ell et a l. 2 0 0 3) o d er di e E nt wi c kl u n g e nt z ü n dli c h er K ar zi n o m e ( B e c k er et
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al.  2 0 0 4) si n d e h er d e m tr a ns-si g n ali n g z u z us c hr ei b e n. D as tr a ns-si g n ali n g l ässt si c h 

d ur c h  ei n e  l ösli c h e  F or m  d es  si g n altr a ns d u zi er e n d e n  Pr ot ei n  g p 1 3 0,  d as  n at ürli c h  

v or k o m m e n d e l ösli c h e gp 1 3 0 (s g p 1 3 0), bl o c ki er e n. Z u di es e m Z w e c k e bi n d et s g p 1 3 0 a n 

d e n I L- 6/sI L- 6 R K o m pl e x (J ost o c k et al. 2 0 0 1). N e b e n di es e m n at ürli c h v or k o m m e n d e n 

I n hi bit or, w ur d e ei n F usi o ns pr ot ei n a us d e m e xtr a z ell ul är e n A nt eil d es g p 1 3 0 u n d d e m 

F c -A nt eil ei n es I g G - A nti k ör p ers g e n eri ert. I m Ver gl ei c h z u s g p 1 3 0 ist di e I n hi bi er u n g 

d ur c h s g p 1 3 0 F c 1 0- f a c h st är k er (J ost o c k et al. 2 0 0 1).    

1. 3   Di e P at h ol o gi e d e s I nt erl e u ki n  6

B ei E nt z ü n d u n g e n  v er ä n d e r n si c h di e M e n g e n v o n I L- 6, d e m sI L-6 R u n d s g p 1 3 0.  Di e  I L-

6 M e n g e i m g es u n d e n Or g a nis m us b etr ä gt  1, 9- 6 p g/ ml ( S c a m bi a et al.  1 9 9 4), si e k a n n

j e d o c h u nt er  E nt z ü n d u n g e n  a nst ei g e n ,  t y pis c h er w eis e  a uf  1 0 0-1 5 0 0  p g/ ml .  D er

Mitt el w ert d er I L - 6 R M e n g e b ei HI V + P ati e nt e n b etr ä gt 1 6 9, 9 n g/ ml ( H o n d a et al. 1 9 9 2).

D er Mitt el w ert  d er M e n g e a n s g p 1 3 0 b etr ä g t 3 7 0  n g/ ml ( N ar a z a ki  et al. 1 9 9 3 ) u n d d er

Mitt el w ert e d er  M e n g e a n sI L -6 R b etr ä gt 2 5 – 3 5 n g/ ml ( H o n d a et al. 1 9 9 2) i m g es u n d e n

Or g a nis m us.

A b b.  1. 2. 3:  G e n e ri e r u n g  d es  sI L -6 R.  D er  ü b er wi e g e n d e  A nt eil  d es  sI L -6 R  e ntst e ht  d ur c h  

E kt o d o m ä n e n -S h e d di n g d es m e m br a n g e b u n d e n e n I L -6 R i m B er ei c h d er St al k -R e gi o n (r ot d ar g est ellt). D as 

E kt o d o m ä n e n -S h e d di n g wir d d ur c h di e A D A M -M et all o pr ot e as e n 1 0 u n d 1 7 d ur c h g ef ü hrt. Di es e k ö n n e n z. B. 

d ur c h  pr o -i nfl a m m at oris c h e  Z yt o ki n e  a kti vi ert  w er d e n.  Ei n  g eri n g er  A nt eil  d es  sI L-6 R  e ntst e ht  d ur c h  

alt er n at i v es S pli ci n g d er m R N A d es m e m br a n g e b u n d e n e n I L -6 R. D er e ntst a n d e n e sI L -6 R b est e ht a u s dr ei 

e xtr a z ell ul är e n D o m ä n e n. I m n ä c h st e n S c hritt bi n d et I L -6 a n di e D o m ä n e n z w ei u n d dr ei d es e ntst a n d e n e n 

sI L -6 R.  B e griffs erl ä ut er u n g e n: I C D = i ntr a z ell ul är e D o m ä n e, T M D=  Tr a n s m e m br a n d o m ä n e, N u m m eri er u n g 

1 -3 = D o m ä n e n 1 -3
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Di e M e n g e d es sI L- 6 R wir d d ur c h A uss c h ütt u n g d er E nt z ü n d u n gs m e di at or e n  I nt erl e u ki n 

1 β (I L- 1β) u n d T u m or n e kr os ef a kt or α ( T N Fα)   er h ö ht  ( Fr a n c hi m o nt et  al.  2 0 0 5).  Di e  

A D A M -Pr ot e as e n  k ö n n e n  d ur c h  E kt o d o m ä n e n - S h e d di n g d es  I L - 6 R o d er  alt er n ati v es  

S pli ci n g d er m R N A d e n sI L - 6 R bil d e n. D a d ur c h ist di e M e n g e  a n sI L - 6 R u nt er a k ut e n 

u n d  c hr o nis c h e n  E nt z ü n d u n g e n  st ar k   er h ö ht  u n d d as tr a ns-si g n ali n g wir d  v er m e hrt  

a kti vi ert . D a  di e  I L-6  M e n g e  di e  s g p 1 3 0  M e n g e  i m  N or m alf all  ü b erst ei gt,  wird 

a n g e n o m m e n, d ass d as tr a ns-si g n ali n g m eist  d ur c h  s g p 1 3 0   i n hi bi ert wir d . D ar a us 

ers c hli esst  si c h,  d ass  u nt er  t h er a p e utis c h e n B e di n g u n g e n  di e  ei n g es et zt e  M e n g e  a n  

s g p 1 3 0 F c e nts pr e c h e n d g e w ä hlt w er d e n m uss, d a mit   n ur  d as tr a ns-si g n ali n g i n hi bi ert 

wir d u n d  di e  d a mit  z us a m m e n h ä n g e n d e n  a nti -i nfl a m m at oris c h e n  R e a kti o n e n  d es  

Or g a nis m us  w eit er hi n  i n d u zi ert  w er d e n  k ö n n e n. D as tr a ns-si g nali n g  wir d  mit  d e m  

F usi o ns pr ot ei n  s g p 1 3 0 F c  bis  z u  1 0 -f a c h  st är k er i n hi bi ert als  d ur c h  di e  n at ürli c h  

v or k o m m e n d e Vari a nt e s g p 1 3 0 . Ver ä n d er n si c h di e K o n z e ntr ati o ns v er h ält niss e j e d o c h 

u nt er bi o c h e mis c h e n B e di n g u n g e n z u G u nst e n d es I L - 6, r ei c ht di e s g p 1 3 0 M e n g e ni c ht 

m e hr a us, u m  d e n I L- 6/sI L- 6R K o m pl e x z u i n hi bi er e n u n d d as tr a ns-si g n ali n g u n d di e 

d a mit z us a m m e n h ä n g e n d e n pr o- i nfl a m m at oris c h e n R e a kti o n e n d es Or g a nis m us w er d e n  

a kti vi ert.  D as F usi o ns pr ot ei n s g p 1 3 0 F c  k a n n u nt er b esti m mt e n Vor a uss et z u n g e n  a u c h d as 

c l assi c-si g n ali n g i n hi bi er e n. We n n di e M e n g e d es  sI L-6 R di e M e n g e d es I L -6 ü b erst ei gt, 

bi n d et d as  g es a mt e  I L -6  a n  d e n  sI L -6 R.  Di es er  K o m pl e x  wir d  d a n n  v o n  s g p 1 3 0 F c  

g e b u n d e n , s o d ass d as g es a mt e fr ei e I L -6 i n d e m  K o m pl e x  a us I L -6/sI L - 6 R/s g p 1 3 0 F c 

g e b u n d e n ist u n d ni c ht m e hr i n d er L a g e ist, d as cl assi c -si g n ali n g z u a kti vi er e n ( G ar b ers 

et al. 2 0 1 1). 

U nt er  a k ut e n  E nt z ü n d u n g e n  k o m mt  es  z ur  A uss c h ütt u n g  v o n  pr o -i nfl a m mt oris c h e n 

Z yt o ki n e n , wi e I L-8, di e n e utr o p hil e Gr a n ul o z yt e n z u m S h e d di n g i hr es I L-6 R a nr e g e n . 

S o w er d e n i m n ä c hst e n S c hritt E n d ot h el z ell e n ü b er d as  tr a ns-si g n ali n g sti m uli ert d as 

M o n o c yt e c h e m o attr a ct a nt  pr ot ei n - 1 ( M C P- 1) a us z us c h ütt e n .  M C P- 1 wir kt 

c h e m ot a ktis c h  a uf M o n o z yt e n. A u ß er d e m s c h ütt e n di e E n d ot h el z ell e n d as V as c ul ar c ell 

a d h esi o n m ol e c ul e- 1  ( V C A M- 1) u n d Int er c ell ul ar a d h esi o n m ol e c ul e - 1 (I C A M- 1) a us, 

di e  di e  L e u k o di a p e d es e  f ör d er n  ( D e L e o,  2 0 0 7).  A u c h i m  R a h m e n  v o n c hr o nis c h e n 

E nt z ü n d u n g e n ni m mt d as   tr a ns -si g n ali n g ei n e ess e nti ell e  F u n kti o n  ei n . Z u  di es e n  

c hr o nis c h e n E nt z ü n d u n g e n  g e h ör e n  b eis pi els w eis e  di e  c hr o nis c h  e nt z ü n dli c h e n  

D ar m er kr a n k u n g e n ( C E D) M or b us Cr o h n u n d C olitis ul c er os a. Si e k ö n n e n e nt w e d er d e n 

g es a mt e n  Ver d a u u n gstr a kt  ( M or b us  Cr o h n)  o d er  n ur  d as  C ol o n  ( C olitis  ul c er os a)  
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b ef all e n .  Di e  C E Ds  k ö n n e n  i n  c hr o nis c he n  S c h ü b e n  o d er  r e zi di vi er e n d  a uftr et e n . 

W ä hr e n d b ei M or b us Cr o h n di e g es a mt e D ar m w a n d b ef all e n ist, ist b ei C olitis ul c er os a 

n ur  di e  S c hl ei m h a ut  d es  D ar ms  b etr off e n.  A u c h b ei  d e n  c hr o nis c h  e nt z ü n dli c h e n  

D ar m er kr a n k u n g e n M or b us Cr o h n u n d C olitis ul c e r os a s pi elt d as pr o-i nfl a m m at oris c h e 

Z yt o ki n I L -6 ei n e wi c hti g e R oll e. Es w ur d e n a c h g e wi es e n , d ass di e I L-6 M e n g e, di e v o n 

M o n o z yt e n d er L a mi n a pr o pri a, di e a us K ol o n bi o psi e n g es u n d er Pr o b a n d e n g e w o n n e n 

w ur d e,  er h e bli c h  g eri n g er  w ar   ( 5 7  p g/ ml),  als  di e  M e n g e ,  di e  a us  d e n Pr o b e n  v o n  

Pr o b a n d e n mit C E Ds g e w o n n e n w ur d e . Hi er w ur d e b ei P ati e nt e n mit M or b us Cr o h n 3 6 2 3 

p g/ ml I L -6 u n d b ei P ati e nt e n m it C olitis ul c er os a 5 8 8 5  p g/ ml I L - 6 g e w o n n e n ( R ei n e c k er 

et  al.  1 9 9 3). B ei  P ati e nt e n  mit  a kti v er  M or b us  Cr o h n  Er kr a n k u n g  w ur d e n  sI L -6 R 

Mitt el w ert e  v o n  1 4 2, 3  n g/ ml,  b ei  P ati e nt e n  mit  a kti v er  C olitis  ul c er os a  Er kr a n k u n g 

w ur d e n Mitt el w ert e v o n 1 4 8, 4 n g/ ml  n a c h g e wi es e n  ( Mits u y a m a et al. 1 9 9 5) . Di e M e n g e 

d es sI L -6 R z ei gt e si c h pr o p orti o n al z ur E nt z ü n d u n gs a kti vit ät d es M or b us Cr o h n u n d d er 

C olitis  ul c er os a  ( Mits u y a m a  et  al.  2 0 0 7).  D i e  K o n z e ntr ati o n  d es  tr a ns-si g n ali n g 

I n hi bit ors  s g p 1 3 0 w ar  b ei P ati e nt e n mit a kti v er M or b us Cr o h n n ur g eri n gf ü gi g e r h ö ht 

( 4 4, 4- 8 7,6 n g/ ml). B ei P ati e nt e n mit a kti v er C olitis ul c er os a w ar ei n st är k er er A nsti e g d es 

s g p 1 3 0 z u b e o b a c ht e n ( 2 6 -1 2 5 n g/ ml) , (Mits u y a m a  et al. 2 0 0 6, G ust ot et al.  2 0 0 5). D ur c h 

di e s e  b es c hri e b e n e n U nt ers u c h u n g e n d es S er u ms v o n P ati e nt e n mit C E D s k o n nt e z w ar 

ei n  st ar k er  A nsti e g  v o n  I L -6  u n d  d e m  sI L -6 R  f est g est ellt  w er d e n,  i m  Ver gl ei c h  d a z u  

j e d o c h n ur ei n g eri n gf ü gi g er A nsti e g d es I n hi bit ors s g p 1 3 0. D a d ur c h ko n nt e n d as tr a ns-

si g n ali n g u n d di e pr o -i nfl a m m at oris c h en R e a kti o n e n  w a hrs c h ei nli c h  ni c ht a usr ei c h e n d 

g e h e m mt w er d e n  ( Mits u y a m a et al. 2 0 0 7).  

A u c h b ei d er E nt wi c kl u n g g astr oi nt esti n al er T u m or e s pi el e n I L -6 u n d  d as tr a ns-si g n ali n g 

ei n e wi c hti g e R oll e.  Z u d er Gr u p p e d er g astr oi nt esti n al e n T u m or e g e h ör e n T u m or e d er 

S p eis er ö hr e, d es M a g e ns, d es P a n kr e as , d er G all e n w e g e u n d d es D ar ms. D as Risi k o f ür 

k ol or e kt al e K ar zi n o m e  ist b ei C olitis ul c er os a P ati e nt e n er h ö ht ( E a d e n et al. 2 0 0 1, J ess 

et  al.  2 0 1 2). Es  w ur d e  g e z ei gt ,  d ass  di e  I L- 6 M e n g e  w ä hr e n d  d er  E nt wi c kl u n g  d es  

k ol or e kt al e n  K ar zi n o ms  a nst ei g t.  A u ß er d e m  w ur d e e nt d e c kt,  d ass  es ei n e  p ositi v e  

K orr el ati o n  z wis c h e n d er I L -6 M e n g e u n d d er T u m or gr ö ß e d es k ol or e kt al e n K ar zi n o m s 

v orli e gt  ( Ya n g et  al. 2 0 1 4). Weit er e St u di e n b el e gt e n, d ass I L -6 d as T u m or w a c hst u m 

s o g ar b es c hl e u ni g e n k a n n, i n d e m es di e Pr olif er ati o n u n d d as Wa c hst u m d er T u m or z ell e n  

st e u ert  ( B e c k er et  al.  2 0 0 5 ) D es   Weit er e n  b e g ü nsti g e n  er h ö ht e  I L -6  Wert e  di e  

E nt wi c kl u n g v o n C E Ds z u k ol or e kt al e n K ar zi n o m e n  (R os e -J o h n et al. 2 0 0 9). I m w eit er e n 
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Verl a uf d er Er kr a n k u n g k a n n es z u r M et ast as e n bil d u n g k o m m e n. Hi er  f ör d ert d er sI L-6 R 

di e A d h äsi o n d er T u m or z ell e n a n di e G ef ä ß e n d ot h el z ell e n ( D a n es e et al. 2 0 1 0). Weit er e 

St u di e n u nt ers u c ht e n  d i e I L- 6 K o n z e ntr ati o n  i m  Bl ut  v o n  P ati e nt e n,  di e  a n  

M a g e n k ar zi n o m e n  er kr a n kt  w ar e n,  v or  u n d  n a c h  d er  G astr e kt o mi e.  N a c h  d er  

G a str e kt o mi e s a n k di e I L- 6 K o n z e ntr ati o n . A u c h ei n e n M o n at n a c h d er O p er ati o n w ar 

ei n e w eit er e R e d u kti o n  d er I L- 6  K o n z e ntr ati o n z u er k e n n e n. Di e M e n g e d es Pr ot ei ns 

S T A T 3, d as ei n Teil d es I L -6 Si g n altr a ns d u kti o ns w e g es d arst ellt, wi e a u c h di e M e n g e d es 

I L-6 s el bst k orr eli er e n p ositi v mit d e m  T N M - St a di u m d es M a g e n k ar zi n o ms ( Wa n g et al. 

2 0 1 3). Di e T N M Kl assifi k ati o n di e nt d er B e urt eil u n g  d er A us br eit u n g v o n T u m or e n. D as 

T  st e ht  f ür  di e  Ei n dri n gti ef e  d es  Pri m ärt u m ors , d as  N  f ür  di e  A n z a hl  d er  b ef all e n e n  

L y m p h k n ot e n  u n d  d as  M  f ü r e v e nt u ell  v or h a n d e n e  M et ast as e n.  N e b e n  di es e n  

Er kr a n k u n g e n d es G astr oi nt esti n altr a kt es s pi elt I L -6 a u c h ei n e wi c hti g e R oll e b ei d er 

E ntst e h u n g v o n Art hritis . Art hritis ist ei n e E nt z ü n d u n g der G el e n k e. Es k ö n n e n ei n es o d er 

m e hr er e  G el e n k e  b ef a ll e n  s ei n.  Es  gi bt  v ers c hi e d e ne F or m e n  d er  Art hritis,  wi e  di e  

R h e u m at oi d e Art hritis,  di e  J u v e nil e  R h e u m at oi d e  Art hritis  u n d  di e  Ost e o art htritis.  

St u di e n b el e gt e n, d as s i n S er u m pr o b e n v o n P ati e nt e n, di e a n di es e n F or m e n d er Art hritis 

er kr a n kt  w ar e n,  er h ö ht e  Wert e  a n  sI L -6 R  n a c h g e wi es e n  w er d e n  k o n nt e n  ( K e ul  et  al.  

1 9 9 8,  K ot a k e  et  al.  1 9 9 6,  R o b a k  et  al.  1 9 9 8). A u ß er d e m  w ur d e  b e o b a c ht et,  d ass  di e  

M e n g e n d es sI L -6 R u n d I L -6 mit d er S c h w er e d es Verl a ufs d er r h e u m at oi d e n Art hritis 

k orr eli er e n ( R o b a k et al. 1 9 9 8). A n d er e St u di e n e nt d e c kt e n, d ass di e g est ei g ert e n I L -6 

Wert e b ei P ati e nt e n mit R h e u m a t oi d er Art hritis ei n h er g e h e n mit g est ei g ert e n Wert e n d es 

R h e u m a - F a kt ors ( R F),  d es  C-r e a kti v e n  Pr ot ei ns  ( C R P)  u n d  d er  

Bl uts e n k u n gs g es c h wi n di g k eit  ( B S G) .  Di es e  Wert e  g e b e n  Hi n w eis e  a uf  di e  

E nt z ü n d u n gs a kti vit ät  i m  R a h m e n  d er  Art hritis  ( D as g u pt a  et  al.  1 9 9 2,  H o ussi a u  et  al.  

1 9 8 8,  M a d h o k  et  al.  1 9 9 3).  G est ei g ert e  I L -6  Wert e  g e h e n  a u c h  mit  kli nis c h e n  

M a nif est ati o n e n d er R h e u m a t oi d e n Art hritis, wi e M or g e nst eifi g k eit o d er d er A n z a hl d er 

e nt z ü n d et e n G el e n k e ei n h er ( R o b a k et al.  1 9 9 4, M a d h o k et al. 1 9 9 3, Str a u b et al. 1 9 9 7). 

Ei n e w eit er e Kr a n k h eits gr u p p e, di e i m Z us a m m e n h a n g mit I L - 6 st e ht , si n d c hr o nis c h e 

I nf e kti o ns kr a n k h eit e n, wie di e H e p atitis B, di e z u d er Gr u p p e d er H e p atiti d e n  g e h ör e n. 

H e p atiti d e n  si n d  E nt z ü n d u n g e n  d er  L e b er,  di e  d ur c h  v ers c hi e d e n e  

A usl ös u n gs m e c h a nis m e n e ntst e h e n. D a z u g e h ör e n u nt er a n d er e m B a kt eri e n, P ar asit e n 

u n d Vir e n. Di e vir al a us g el öst e n H e p atiti d e n k ö n n e n i n H e p at itis A bis E ei n g et eilt w er d e n 

u n d u nt ers c h ei d e n si c h u nt er  a n d er e m i n Ü b ertr a g u n gs m e c h a nis m us u n d Verl a uf.  Di e 
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H e p atiti s  B wir d ü b er K ör p ers e kr et e ü b e rtr a g e n u n d v erl ä uft m eist a k ut u n d h eilt s p o nt a n 

a us. I n cir c a 1 0 %  d er F äll e  k a n n es a b er  z u ei n e m c hr o nis c h e n Verl a uf d er  H e p atitis 

k o m m e n . B ei U nt ers u c h u n g e n mit P ati e nt e n, di e a n ei n er c hr o nis c h e n H e p atitis B  ( C H B) 

er kr a n kt  si n d,  w ur d e  er mitt elt ,  d ass  i n  i hr e m  Bl uts er u m  di e  I L-6  M e n g e  er h ö ht  w ar  

(M al a g u ar n er a  et al. 1 9 9 7, S o n g et al. 2 0 0 0). Z h a n g et al. b es c hri e b e n  2 0 1 1, d ass i m Bl ut 

v o n C H B -P ati e nt e n  ei n e  p ositi v e  K orr el ati o n  z wis c h e n  er h ö ht e n  T H -1 7  Z ell e n  u n d  

er h ö ht e n M e n g e n a n C D -4 p ositi v e n Z ell e n, di e d e n I L -6 R pr o d u zi er e n, b est e ht. D es 

Weit er e n  k o n nt e n a u c h er h ö ht e M e n g e n d es pr o -i nfl a m mt oris c h e n Z yt o ki n I L-1 7 i m Bl ut 

v o n C H B -P ati e nt e n i m Ver gl ei c h z u g es u n d e n Pr o b a n d e n n a c h g e wi es e n w er d e n . Z u d e m 

k o n nt e  di e  er h ö ht e  I L -1 7  Pr o d u kti o n  d ur c h  ei n e n  I L -6 R n e utr alisi er e n d e n A nti k ör p er  

g est o p pt w er d e n . I n pr ä kli nis c h e n St u di e n w ur d e  s g p 1 3 0 F c  z ur  U nt ers u c h u n g  v o n  

E nt z ü n d u n g e n,  A ut oi m m u n kr a n k h eit e n  u n d e nt z ü n d u n gs ass o zii ert e n  K ar zi n o m e n  

g e n ut zt. Di e R es ult at e z ei g e n, d ass s g p 1 3 0 F c d as F orts c hr eit e n d e r E nt z ü n d u n gs pr o z ess e 

i n hi bi er e n  k o n nte ( R os e-J o h n et  al.  2 0 1 2 ). A u ß er d e m  k a n n  d as  Wa c hst u m  v o n  

b esti m mt e n T u m or e n d ur c h di e Ver a br ei c h u n g v o n s g p 1 3 0 F c u nt er dr ü c kt w er d e n ( R os e -

J o h n et al.  2 0 0 7). A uf gr u n d d er Tats a c h e,  d ass  sg p 1 3 0 F c ei n s p e zifis c h er I n hi bit or d es 

pr o- i nfl a m m at oris c h e n tr a ns-si g n ali n g  ist, w er d e n r e g e n er ati v e Ei g e ns c h aft en d es I L - 6, 

di e ü b er d as cl assi c -si g n ali n g v er mitt elt w er d e n , ni c ht o d er w e ni g g e h e m mt. Di es w ur d e  

i n  U nt ers u c h u n g e n  mit  Wil dt y p-M ä us e n  u n d  I L -6  d efi zi e nt e n  M ä us e n  mit 

e nt z ü n d u n gs ass o zii ert e m K ol o n k ar zi n o m d ar g el e gt. Di e I L -6 d efi zi e nt e n M ä us e w ar e n 

ni c ht z ur R e g e n er ati o n i hr er g es c h ä di gt e n i nt esti n al e n E pit h el z ell e n i n d er L a g e ( D a n n et 

al. 2 0 0 8).  S o mit  ist  es  v o n  B e d e ut u n g  b ei  c hr o nis c h e n  E nt z ü n d u n g e n  I L -6  ni c ht  

v ollst ä n di g z u bl o c ki er e n, s o n d er n n ur d as tr a ns-si g n ali n g z u i n hi bi er e n u n d s o mit di e 

r e g e n er ati v e n Ei g e ns c h aft e n d es I L - 6 z u er h alt e n. 
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 Zi el di e s er Ar b eit  

D as  Zi el  di es er  Ar b eit  ist  es,  d e n  I L-6/sI L -6 R K o m pl e x  d ur c h  v ers c hi e d e n e  

Ar b eitst e c h ni k e n  ei n g e h e n d er z u u nt ers u c h e n . Di es e Ar b eitst e c h ni k e n w ur d e n g e n ut zt, 

u m  z u m ei n e n n e u e H erst ell u n gs w eis e n d es I L -6/sI L - 6 R K o m pl e x es als Alt er n ati v e  z u 

H y p er I L -6 ( HI L -6) z u e nt wi c k el n , z u m a n d er e n s ollt e ei n e n e u e M ess m et h o d e u nt ers u c ht 

w er d e n, u m di e I L-6/sI L - 6 R K o m pl e x e z u q u a ntifi zi er e n. 

 

I m R a h m e n d es erst e n Pr oj e kt s s ollte n C yst ei n e i n I L - 6 G F P,  H y p er- I L- 6, d e n I L-6 R u n d 

d e n sI L-6 R  ei n g ef ü gt  w er d e n.  Ü b er  d as  Ei n bri n g e n  v o n  C yst ei n m ut ati o n e n  s oll t e di e  

Bil d u n g ei n er  Dis ulfi d br ü c k e z wis c h e n I L -6 u n d d e m sI L -6 R err ei c ht w er d e n.  D as Zi el 

w ar  es , ei n e n st a bil e n K o m pl e x a us I L - 6-G F P u n d d e m sI L -6 R z u e nt wi c k el n. Z u d e m 

s ollt e  di e  bi ol o gis c h e  A kti vit ät  d ur c h  di e  Dis ulfi d br ü c k e n bil d u n g  ni c ht  b e ei ntr ä c hti gt  

w er d e n. Di es er n e u  e ntst a n d e n e K o m pl e x  w är e ei n e Alt er n ati v e  z u H y p er -I L- 6, ei n e m 

D esi g n er Z yt o ki n a us I L -6 u n d d e m sI L -6 R, di e d ur c h ei n e n fl e xi bl e n Li n k er mit ei n a n d er 

v er b u n d e n  si n d  ( R a k e m a n n  et  al.,  1 9 9 7,  si e h e  A b b.  2. 1).  D er  b es c hri e b e n e  K o m pl e x  

k ö n nt e i n w eit er e n U nt er s u c h u n g e n, b etr eff e n d d e m tr a ns-si g n ali n g g e n ut zt w er d e n. 

 

D as  Zi el  d es  z w eit e n  Pr oj e kts  ist  es , d e n  I L -6/sI L - 6 R  K o m pl e x  i n  vitr o u n d  i n  vi v o 

n a c h z u w eis e n . Di e bis h eri g e n k o m m er zi ell er w er bli c h e n E LI S As w eis e n e nt w e d er  ei n e 

S p e zifit ät  f ür d e n sI L -6 R  ( o d er d e n I L-6 R)  o d er  f ür I L-6 a uf, k ö n n e n j e d o c h ni c ht d e n 

K o m pl e x  a us  I L -6/sI L -6 R  K o m pl e x  d et e kti er e n .  I m  I n stit ut  f ür  Bi o c h e mi e  u n d 

M ol e k ul ar bi ol o gi e II  w ur d e  ei n  E LI S A  e nt wi c k elt,  d er  s p e zifis c h  d e n  I L -6/sI L -6 R 

K o m pl e x d et e kti er e n  k a n n.  I m  R a h m e n  di es er  Ar b eit  s oll t e u nt ers u c ht  w er d e n , wi e 

s p e zifis c h di es er E LI S A i n vitr o r e k o m bi n a nt e I L-6/sI L - 6 R K o m pl e x e u n d i n vi v o I L-

6/sI L - 6 R K o m pl e x e a us Bl uts er u m d et e kti er e n k a n n. D ur c h d e n s p e zifis c h e n N a c h w eis 

v o n I L -6/sI L - 6 R K o m pl e x e n mitt els E LI S A,  k ö n nt e erst m als  di e M ö gli c h k eit b est e h e n , 

I L-6/sI L - 6 R K o m pl e x e i m Bl uts er u m v o n Pr o b a n d e n z u b esti m m e n, di e a n c hr o nis c h e n 

E nt z ü n d u n gs kr a n k h eit e n,  wi e  z. B.  M or b us  Cr o h n  u n d  C olitis  ul c er os a,  er kr a n kt  si n d.  

Di es e Er g e b niss e w ür d e n wi e d er u m Hi n w eis e d ar a uf g e b e n, wi e h o c h di e M e n g e d es 

v er a br ei c ht e n I n hi bit ors s g p 1 3 0 F c s ei n m üsst e, u m s p e zifis c h d as tr a ns-si g n ali n g u n d 

ni c ht d as  cl assi c -si g n ali n g z u i n hi bi er e n.   
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1 3  
 

 

 

 

 

 

 

 

A b b. 2. 1 : A uf b a u d es D esi g n e r Z yt o ki ns HI L-6. HI L -6 

b est e ht a u s d e m s I L-6 R u n d I L -6, di e ü b er ei n e n fl e xi bl e n 

P e pti d -Li n k er  mit ei n a n d er  v er b u n d e n  si n d.  

B e griffs erl ä ut er u n g : N u m m eri er u n g 1- 3= D o m ä n e 1 - 3 
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3 M at e ri al u n d M et h o d e n  

3. 1 M at e ri al 

3. 1. 1 A nti bi oti k a  

T a b ell e 3. 1 . 1: Ve r w e n d et e A nti bi oti k a 

A nti bi oti k u m  A r b eits k o n z e nt r ati o n  H e rst ell e r  

A m pi cilli n  1 0 0 µ g/ ml f ür 

L B -A m p - M e di u m,                                         

1 ml A m pi cilli n f ür 

L B -A m p -A g ar pl att e n i n 

1 0 c m K ult urs c h al e n 

C arl R ot h G m b H & 

C o. K G, K arlsr u h e  

P e ni cilli n  G/ Str e pt o m y ci n  6 0 m g/ ml  / 1 0 0 m g/ ml G e n a x x o n bi os ci e n c e 

G m b H, Ul m  

 

3. 1. 2 A nti k ör p er  

T a b ell e: 3. 1. 2 .: P ri m ä r e u n d s e k u n d ä r e A nti k ö r p e r 

P ri m ä r e A nti k ö r p e r  

A nti k ö r p e r  B es c h r ei b u n g  St a m ml ös u n g  K o n z e nt r ati o n / 

Ve r d ü n n u n g  

α -h u m a n er -I L-6  

R e z e pt or ( 4 -1 1)  

M uri n er m o n o kl o n al er  

A nti k ör p er 

St a m ml ös u n g K o n z e ntr ati o n:  

1 µ g/ µl  

Ver d ü n n u n g: E LI S A ( 1: 1 0 0 0), 

West er n Bl ot ( 1: 1 0 0 0)  

α -h u m a n er -I L-6  M uri n er m o n o kl o n al er 

A nti k ör p er  

St a m ml ös u n g K o n z e ntr ati o n:  

1 µ g/ µl  

Ver d ü n n u n g: E LI S A ( 1: 1 0 0 0), 

West er n  Bl ot ( 1: 1 0 0 0) 

α -G F P  M uri n er m o n o kl o n al er 

A nti k ör p er 

St a m ml ös u n g K o n z e ntr ati o n:  

k. A. 

Ver d ü n n u n g: West er n Bl ot 

( 1: 1 0 0 0) 
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3. 1. 3 C h e mi k ali e n  

T a b ell e  3. 1. 3: Ve r w e n d et e C h e mi k ali e n  

C h e mi k ali e n  H e rst ell e r  

A cr yl a mi d -Mi x  C arl R ot h G m b H & C o. K G, K arlsr u h e  

A g ar  A p pli C h e m G m b H, D ar mst a dt  

A g ar os e  Bi o z y m S ci e ntifi c G m b H, Ol d e n d orf  

A m m o ni u m p ers ulf at ( A P S)  M er c k K G a A, D ar mst a dt  

Br o m p h e n ol bl a u  Si g m a -Al dri c h C h e mi e G m b H, 

St ei n h ei m  

B S A  I n vitr o g e n, Or e g o n, U S A 

C o m pl et e Pr ot e as e I n hi bit or C o c kt ail  R o c h e H ol di n g G m b H, M a n n h ei m  

Et h a n ol  M er c k K G a A, D ar mst a dt  

Et hi di u m br o mi d  C arl R ot h G m b H & C o. K G, K arlsr u h e  

Et h yl e n di a mi nt etr a essi gs ä ur e ( E D T A)  Si g m a -Al dri c h C h e mi e G m b H, 

St ei n h ei m  

Gl u c os e  C arl R ot h G m b H & C o. K G, K arlsr u h e  

Gl y c er ol  C arl R ot h G m b H & C o. K G, K arlsr u h e  

I s o pr o p a n ol A p pli C h e m G m b H, D ar mst a dt  

M et h a n ol  M er c k K G a A, D ar mst a dt  

S e k u n d ä r e A nti k ö r p e r  

A nti k ö r p e r  B es c h r ei b u n g  St a m ml ös u n g K o n z e nt r ati o n / 

Ve r d ü n n u n g  

α -h u m a n er -I L-6  

R e z e pt or  ( B af 2 2 7) 

Bi ot y nili ert er A nti k ör p er, 

is oli ert a us d er Zi e g e  

St a m ml ös u n g K o n z e ntr ati o n:  

0, 2 µ g/ µl 

Ver d ü n n u n g: E LI S A ( 1: 1 0 0 0) 

α -M o us e -P O D  I m m o n o P ur e P er o xi d as e 

C o nj u g at e d G o at 

A nti -M o us e I g G, T h er m o 

S ci e ntifi c, D e uts c hl a n d  

St a m ml ös u n g K o n z e ntr ati o n:  

k. A 

West er n Bl ot ( 1: 5 0 0 0)  
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Mil c h p ul v er  C arl R ot h G m b H & C o. K G, K arlsr u h e  

β -M er c a pt o et h a n ol  Si g m a -Al dri c h C h e mi e G m b H, 

St ei n h ei m  

N atri u m c hl ori d  A p pli C h e m G m b H, D ar mst a dt  

N atri u m d o d e c yls ulf at ( S D S)  C arl R ot h G m b H & C o. K G, K arlsr u h e  

P e ni cilli n/ Str e pt o m y ci n  G e n a x x o n bi os ci e n c e G m b H, Ul m  

P h or b ol -1 2 -m yrist at -1 3 -a c et at ( P M A)  Si g m a -Al dri c h C h e mi e G m b H , 

St ei n h ei m  

P O D -S u bstr at  R o c h e H ol di n g G m b H, M a n n h ei m  

S c h w ef els ä ur e  A p pli C h e m G m b H, D ar mst a dt  

Str e pt a vi di n -P O D  R & D S yst e ms, Wi es b a d e n  

S u cr os e  M er c k K G a A, D ar mst a dt  

Tetr a m et h yl et h yl e n di a mi n ( T E M E D)  Si g m a -Al dri c h C h e mi e G m b H, M ü n c h e n  

Tris -H C L  M er c k K G a A, D ar mst a dt  

Tr y p a n -Bl a u  Bi o -R a d L a b or at ori es G m b H, M ü n c h e n  

T ur b of e ct  T h er m o Fis h er S ci e ntifi c, B o n n  

T w e e n -2 0  Si g m a -Al dri c h C h e mi e G m b H, 

St ei n h ei m  

3. 1. 4 E n z y m e  

T a b ell e 3. 1. 4: Ve r w e n d et e E n z y m e  

E n z y m e  H e rst ell e r  

A g eI  T h er m o Fis c h er S ci e ntifi c, B o n n  

B a m HI  T h er m o Fis c h er S ci e ntifi c, B o n n  

D p nI  T h er m o Fis c h er S ci e ntifi c, B o n n  

Hi n dIII  T h er m o Fis c h er S ci e ntifi c, B o n n  

Pf u -P ol y m er as e  T h er m o Fis c h er S ci e ntifi c, B o n n  

P h usi o n -P ol y m er as e  T h er m o Fis c h er S ci e ntifi c, B o n n  

T 4 -Li g as e  T h er m o Fis c h er S ci e ntifi c, B o n n  
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3. 1. 5 G er ät e  

T a b ell e 3. 1 .5: Ve r w e n d et e G e r ät e  

G e r ät  H e rst ell e r  

G el el e ktr o p h or es e k a m m er  Bi o -R a d L a b or at ori es G m b H, M ü n c h e n  

Bi n d er C O 2 -I n k u b at or 1 5 0 ( E 2) 

Br uts c hr a n k 

Bi n d er G m b H, T üttli n g e n  

H ei z b a d J ul a b o s w 2 1  J ul a b o G m b H, S e el b a c h  

I N T A S C h e m o C a m I m a g er  I N T A S S ci e n c e I m a gi n g I nstr u m e nts 

G m b H, G ötti n g e n  

I N T A S i X I m a g er I N T A S S ci e n c e I m a gi n g I nstr u m e nts 

G m b H, G ötti n g e n  

K ü hls c hr a n k  Li e b h err G m b H, R ost o c k  

Mi ni Pr ot e a n Tetr a S yst e m  Bi o -R a d L a b or at ori es G m b H, M ü n c h e n  

N a n o Dr o p N D -1 0 0 0 0  P e q L a b Bi ot e c h n ol o gi e G m b H, Erl a n g e n  

P e q St ar 2 x T wi n Bl o c k T h er m al C y cl er  P E Q L A B Lt d.,  Cr a bl e c k L a n e , U K  

Pi p ett e n  E p p e n d orf G m b H, H a m b ur g  

P u m p e ( St eril b a n k)  H L C Bi o Te c h, G ötti n g e n  

S c a nl af M ars S af et y Cl ass 2  Weiss L a b ort e c h ni k G m b H, H er ol ds b er g  

S c h üttl er C H 4 1 0 3  I N F O R S A G, B ott mi n g e n 

S p a n n u n gs q u ell e West er n Bl ot P o w er P a c 

3 0 0 

Bi o -R a d L a b or at ori es G m b H,  H er c ul es,  

U S A  

St u art r oll er mi x er S R T 9 D  Bi b b y S ci e ntifi c,  St aff or ds hir e , E n gl a n d  

Te c a n I nfi nit e M 2 0 0 P R O R e a d er  Te c a n G m b H,  M a e n n e d orf,  S c h w ei z  

T C 1 0 0 A ut o m at e d C ell C o u nt er  Bi o -R a d L a b or at ori es G m b H , M ü n c h e n 

Tr a ns -Bl ot T ur b o S yst e m  Bi o -R a d L a b or at ori es G m b H, M ü n c h e n  

U V -Tis c h  Bi o -B u d g et Te c h n ol o gi es G m b H, Kr ef el d  

Vort e x er  I K A L a b ort e c h ni k G m b H, St a uf e n 

Wa a g e Pr e cis a 1 0 0 M -3 0 0 C  H art e nst ei n G m b H, W ür z b ur g  

Z e nrif u g e n: C e ntrif u g e 5 4 1 7 R,  

L a b orf u g e 4 0 0 R 

E p p e n d orf A G, H a m b ur g  

H er a e us G m b H, H a n a u  
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3. 1. 6 G r ö ß e n m ar k er  

T a b ell e 3. 1. 6: Ve r w e n d et e G r ö ß e n m a r k e r  

G r ö ß e n m a r k e r  H e rst ell e r  

D N A: G e n e R ul er E x pr ess D N A L a d d er  

( 1 0 0 - 5 0 0 0 b p), G e n e R ul er 1 k b D N A 

L a d d er ( 2 5 0 - 1 0 0 0 0 b p) 

T h er m o Fis h er S ci e ntifi c, B o n n  

Pr ot ei n e: Pr est ai n e d m ol e c ul ar w ei g ht 

m ar k er ( 2 5 k D a - 1 2 0 k D a) 

T h er m o Fis h er S ci e ntifi c, B o n n  

 

3. 1. 7 KI T s  

I m R a h m e n di es er Ar b eit w ur d e n f ol g e n d e KI Ts v er w e n d et: 

T a b ell e 3. 1. 7: Ve r w e n d et e KI Ts  

K I T  Ve r w e n d u n g  

C ell Tit er Bl u e C ell Vi a bilit y Ass a y  Pr olif er ati o ns ass a y  

E C L West er n Bl otti n g D et e cti o n R e a g e nt 

( G E H e alt h c ar e Lif e S ci e n c es, M ü n c h e n) 

E nt wi c kl u n g d er Tr a nsf er m e m br a n n a c h 

d e m West er n Bl otti n g  

N u cl e o B o n d Xtr a Mi di  

(M a c h er e y -N a g el , D ür e n) 

Mi di -Pr ä p ar ati o n z ur Is oli er u n g v o n 

Pl as mi d -D N A  

N u cl e o S pi n E xtr a ct II  

( M a c h er e y- N a g el, D ür e n) 

A g ar os e g el el e ktr o p h or es e: D N A 

E xtr a kti o n a us A g ar os e g el e n  

R ei ni g u n g v o n P C R- Pr o d u kt e n 

 

3. 1. 8 K ult ur m e di e n  

3. 1. 8. 1  K ult ur m e di e n: B a kt eri e n  

T a b ell e 3. 1. 8. 1: K ult u r m e di e n ( B a kt e ri e n)  

M e di u m  Z us a m m e n s et z u n g  

L B -A g ar  ( L uri a-B ert a ni)  •  1 %  N a Cl  

•  1 % P e pt o n 

•  0, 0 5 % H ef e e xtr a kt 

•  1, 5 % A g ar A g ar  

L B -M e di u m ( L uri a -B ert a ni)  •  1 % N a Cl  
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•  1 % P e pt o n  

•  0, 0 5 % H ef e e xtr a kt 

 

3. 1. 8. 2  K ult ur m e di e n: Z ell k ult ur  

T a b ell e  3. 1. 8. 2: K ult u r m e di e n ( Z ell k ult u r)  

M e di u m  Z us a m m e n s et z u n g  

D M E M ( -/-) •  D ul b e c c o's M o difi e d E a gl e's 

m e di u m  mit 4, 5 g/ L Gl u c os e u n d 

st a bil e m Gl ut a mi n  

D M E M ( +/ +)  •  D ul b e c c o's M o difi e d E a gl e's 

m e di u m  mit 4, 5 g/ L Gl u c os e u n d 

st a bil e m Gl ut a mi n  

•  1 0 % F C S  

•  1 % P e ni cilli n/ Str e pt o m y ci n  

 

3. 1. 9 Oli g o n u kl e oti d e  

T a b ell e 3. 1. 9: Oli g o n u kl e oti d e  

N a m e  S e q u e n z  ( 5  ́    3´) 

HI L -6 f or w ar d  c c gt g c c c g a gt g c g a c a g c a g c  

HI L -6 r e v ers e  g ct g ct gt c g c a ct c g g g c a c g g  

I L-6 R f or w ar d  c c gt g c c c g a gt g c g a c a g c a g c  

I L-6 R r e v ers e  g ct g ct gt c g c a ct c g g g c a c g g  

I L-6 f or w ar d  a a c ct g c c c a a g at gt g c g a g a a g g a c g g ct g  

I L-6 r e v ers e  c a g c c gt c ctt ct c g c a c at ctt g g g c a g gtt  
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3. 1. 1 0 Pl a s mi d e  

T a b ell e 3. 1. 1 0: Ve r w e n d et e Pl a s mi d e  

Pl as mi d  B es c h r ei b u n g  

p c D N A 3. 1  ( F or m e n: p c D N A  I L-6 -G F P,  

p c D N A sI L -6 R, p c D N A  HI L - 6, p c D N A 

I L-6 R)  

Ve kt or z ur E x pr essi o n d er Pr ot ei n e I L -6 - 

G F P,  s I L-6 R, HI L - 6 u n d I L- 6 R 

 

3. 1. 1 1 P uff er z u s a m m e n s et z u n g  

T a b ell e 3. 1. 1 1: P uff e r z us a m m e ns et z u n g  

P uff e r  Z us a m m e n s et z u n g  

A g a r os e g el el e kt r o p h o r es e  

6 -f a c h D N A-L a d e p uff er  •  0, 1 %  ( m/ V) Br o m p h e n ol bl a u  

•  2 0 % ( m/ V) Gl y c er ol i n 

T B E -P uff er  

5 0 -f a c h T A E-P uff er  •  1 0 0 m M E D T A  

•  2 M Tris  

•  1 M Essi gs ä ur e  

E LI S A  

Bl o c ki n g p uff er  •  5 % S u cr os e  

•  1 % B S A  

•  P B S  

C o ati n g p uff er  •  P B S  

Was c h p uff er  •  P B S -T  

Weit er e S u bst a n z e n  •  1, 8 M S c h w ef els ä ur e  

•  Str e pt a vi di n -P O D  

•  P O D - S u bstr at 

Mi ni -P r ä p a r ati o n z u r D N A Is oli e r u n g  

S 1 -P uff er  •  5 0 M m Gl u c os e  

•  2 5 M m Tris -H Cl  ( p H 8) 

•  1 0 0 M m E D T A 
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•  1: 1 0 0 0 R N as e  

S 2 -P uff er  •  0, 2 M N a O H  

•  1 % S D S  

S 3 -P uff er  •  2 5 M m Tris -H C L ( p H 8, 3)  

•  1 9 2 M m Gl y ci n 

•  0, 1 % ( m/ V) S D S  

West e r n -Bl ot  

Bl o c ki n g p uff er  •  T B S -T  

•  5 % Mil c h p ul v er (i n T B S -T)  

Tr a nsf er p uff er  •  2 0 % M et h a n ol  

•  0, 1 % S D S  

•  2 5 M m Tris  

•  1 9 2 M m Gl y ci n 

S D S -P a g e  

S a m m el g el p uff er  •  0, 5 M Tris -H Cl  ( p H 6, 8) 

•  0, 4 % S D S  

•  F ür di es e Ar b eit w ur d e 

S a m m el g el p uff er i n M e n g e n v o n 

5 0 0 ml h er g est ellt: 

•  3 0, 4 g Tris  

•  2 g S D S  

S D S -L a uf p uff er  •  2 5 M m Tris -H C l ( p H 8, 3) 

•  1 9 2 M m Gl y ci n 

•  0, 1 % ( m/ V) S D S  

Tr e n n g el p uff er  •  1, 4 M Tris -H Cl  ( p H 8, 8) 

•  0, 4 % S D S  

•  F ür di es e Ar b eit w ur d e 

Tr e n n g el p uff er i n M e n g e n v o n 

5 0 0 ml h er g est ellt: 

•  9 0, 8 g Tris  

•  2 g S D S 
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H e rst ell u n g v o n Z elll ys at e n  

Mil d L ysis P uff er  •  2 m M E D T A  

•  5 0 m M Tris -H Cl  ( p H 7, 4) 

•  1 5 0 m M N a Cl 

•  1 m M N a F  

•  1 m M N a 3 V O 4  

•  1 % ( m/ V) Trit o n X - 1 0 0 

•  1 % ( m/ V) N P - 4 0 

•  1 Ta bl ett e C o m pl et e Pr ot e as e  

I n hi bit or C o c kt ail  

Weit e r e S u bst a n z e n  

P B S  •  1 5 0 m M N a Cl  

•  8 m M N a 2 H P O 4  ( p H 7, 4) 

•  1, 7 m M N a H 2 P O 4  ( p H 7, 4) 

P B S -T  •  0, 0 5 % T w e e n -2 0 i n P B S  

T B S  •  1 0 m M Tris -H Cl  ( p H 8) 

•  1 5 0 m M N a Cl  

T B S -T  •  0, 0 5 % T w e e n -2 0 i n T B S  

 

3. 1. 1 2 R e k o m bi n a nt e Pr ot ei n e  

T a b ell e 3. 1. 1 2: R e k o m bi n a nt e P r ot ei n e  

R e k o m bi n a nt es P r ot ei n  B es c h r ei b u n g  

h u m a n es  I L-6  ( hI L-6)  Z yt o ki n , Pr o d u kti o n n a c h v a n D a m et al.,  

1 9 9 3 

HI L -6  HI L -6  ist  ei n  D esi g n er  Z yt o ki n, d as  a us  

d e m  s I L-6 R  u n d  I L -6  b est e ht . Es  w ur d e 

z ur D ur c hf ü hr u n g v o n E LI S As v er w e n d et 

(S c hr o ers et al. 2 0 0 5 , Fis c h er et al., 1 9 9 7) 
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3. 1. 1 3 V er br a u c h s m at eri al  

T a b ell e 3. 1. 1 3: Ve r b r a u c hs m at e ri al  

M at e ri al  H e rst ell e r  

D u al C h a m b er C o u nti n g Sli d es  Bi o -R a d L a b or at ori es G m b H, M ü n c h e n  

Ei n m al pi p ett e ns pit z e n  St ar L a b, H a m b ur g  

E p p e n d orf T u b es  E p p e n d orf A G, H a m b ur g  

F al c o n R ö hr c h e n  B D Bi os ci e n c e,  B e df or d,  U S A  

P V D F -M e m br a n  C arl R ot h G m b H & C o. K G, K arlsr u h e  

St eril pi p ett e n C ost ar Stri p ett e  C or ni n g I n c or p or at e d, C o mi n g,  U S A  

W h at m a n -P a pi er  V W R I nt er n ati o n al G m b H, D ar mst a dt  

Z ell k ult urs c h al e n  T P P, Tr as a di n g e n, S c h w ei z  

 

3. 1. 1 4 Z ellli ni e n  

T a b ell e 3. 1. 1 4: Z ellli ni e n  

B a / F 3-g p 1 3 0  B a/ F 3 -Z ell e n  si n d  m uri n e  pr o -B -Z ell e n ,  di e  a n  i hr er  

O b erfl ä c h e  d as  Gl y k o p r ot ei n  g p 1 3 0  e x pri mi er e n.  

B a/ F 3 - g p 1 3 0-Z ell e n  b e n öti g e n  z ur  Pr olif er ati o n  di e  

A n w es e n h eit  v o n HI L -6 o d er d e m  sI L-6 R u n d I L - 6. Si e 

g e h ör e n z u d e n S us p e nsi o ns z ell e n. 

B a/ F 3 -g p 1 3 0 -I L-6 R  B a/ F 3 -Z ell e n  si n d  m uri n e  pr o -B -Z ell e n,  di e  a n  i hr er  

O b erfl ä c h e  d as  Gl y k o pr ot ei n  g p 1 3 0,  s o wi e  d e n  I L -6 R 

e x pri mi er e n . B a/ F 3 - g p 1 3 0-I L- 6 R-Z ell e n  b e n öti g e n  z ur  

Pr olif er ati o n di e A n w es e n h eit v o n I L - 6. Si e g e h ör e n z u 

d e n S us p e nsi o ns z ell e n.  

C O S -7 -Z ell e n  C O S -7 -Z ell e n si n d Fi br o bl ast e n, d i e d er Ni er e d er gr ü n e n  

M e er k at z e e ntst a m m e n  u n d z u d e n a d h är e nt w a c hs e n d e n 

Z ell e n g e h ör e n.  

H E K -2 9 3 -Z ell e n  H E K -2 9 3 -Z ell e n  si n d  m e ns c hli c h e  e m br y o n al e  

Ni er e n z ell e n , di e a d h är e nt w a c hs e n. 
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3. 2 M et h o d e n  

3. 2. 1  M ol e k ul ar bi ol o gi s c h e M et h o d e n  

3. 2. 1. 1 D N A -K o n z e nt r ati o n s b e sti m m u n g  

Di e  B esti m m u n g  d er  D N A - K o n z e ntr ati o n erf ol gt e  mitt els  N a n o Dr o p  N D 1 0 0 0  d ur c h  

s p e ktr o m etris c h e  V erf a hr e n.  D as  Pri n zi p , d as  d e m  N a n o Dr o p  z u gr u n d e  li e gt,  ist  di e  

Li c ht a bs or pti o n d er  u nt ers u c ht e n  Pr o b e.  D as  Li c ht  wir d  a b h ä n gi g v o n  d er  D N A -

K o n z e ntr ati o n u nt ers c hi e dli c h st ar k  a bs or bi ert.  Di e  D N A  R ei n h eit  wir d  d ur c h  d as  

A bs or pti o ns v er h ält nis  A 2 6 0/ 2 8 0  ( d er  W ert  s ollt e  ü b er  1, 8  li e g e n)  u n d d as 

A bs or pti o ns v er h ält nis A 2 3 0/ 2 6 0 ( d er W ert s ollt e z wis c h e n 1, 8 -2, 2 li e g e n)  g e w ä hrl eist et. 

U m di e M ess u n g d er D N A -K o n z e ntr ati o n d ur c h z uf ü hr e n, wir d z u erst ei n N ull w ert mit 1 

µl d estilli ert e m W ass er b esti m mt , d a n a c h k a n n di e D N A-K o n z e ntr ati o n mit 1 µl d er z u 

b esti m m e n d e n Pr o b e g e m ess e n w er d e n.    

 

3. 2. 1. 2 D N A  Pr ä p ar ati o n  d ur c h Mi ni -Pr ä p ar ati o n u n d Mi di -Pr ä p ar ati o n  

3. 2. 1. 2. 1 Mi ni -Pr ä p ar ati o n  

U m g eri n g er e M e n g e n  Pl as mi d -D N A  v o n  1 0 - 1 5  µ g z u  is oli er e n,  wir d  ei n e  Mi ni -

Pr ä p ar ati o n d ur c h g ef ü hrt.  

F ür  ei n e  Mi ni -Pr ä p ar ati o n  w er d e n  2  ml  M e di u m  ( mit  A nti bi oti k u m z us at z)  mit  ei n er  

ei n z el n e n  B a kt eri e n k ol o ni e i n ei n e m E p p e n d orf T u b e b ei m pft.  D as E p p e n d orf T u b e wir d 

b ei 3 7 ° C ü b er N a c ht a uf ei n e m S c h üttl er i n k u bi ert. U nt er k o nst a nt e m S c h ütt el n k o m mt 

es z u m Wa c hst u m d er B a kt eri e n k ult ur. Di e B a kt eri e n w er d e n b ei 1 3 0 0 0 r p m f ür 3  - 5 

Mi n ut e n b ei R a u mt e m p er at ur z e ntrif u gi ert. D a n a c h wir d d er Ü b erst a n d e ntf er nt u n d di e 

Z ell p el l ets w er d e n i n 1 0 0 µl k alt e m S 1-P uff er r es us p e n di ert, di es g es c hi e ht mit Hilf e 

ei n es Vort e x -S c h üttl ers u n d m e hr m ali g e m Pi p etti er e n, bis d as Z ell p ell et  r es us p e n di ert ist. 

N a c h d e m 2 0 0 µl S 2 -P uff er hi n z u g ef ü gt w er d e n , s ollt e d as T u b e m e hrf a c h g es c h w e n kt 

w er d e n , bis di e L ös u n g a n n ä h er n d kl ar ist . Di es z ei gt ei n e L ys e d er B a kt eri e n a n.  

 

I m  n ä c hst e n  S c hritt  w er d e n  1 5 0  µl  k alt er  S 3 -P uff er  hi n z u g ef ü gt  u n d  d as  T u b e  wir d  

m e hrf a c h  g es c h w e n kt. F ür ei n e n Z eitr a u m v o n 1 0 Mi n ut e n s ollt e d as T u b e a uf Eis g e k ü hlt 

w er d e n. D a n a c h wir d d as T u b e b ei  1 3 0 0 0 r p m f ür 1 0 Mi n ut e n b ei 4 ° C z e ntrif u gi ert, u m 

ei n  P ell et  z u  f or m e n,  d as  a us  a us g ef all e n e n  Z elltr ü m m er n  u n d  c hr o m os o m al er  D N A 

b e st e ht.  D er Ü b erst a n d wir d i n ei n n e u es E p p e n d orf T u b e ü b erf ü hrt. I n d e n Ü b erst a n d 
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w er d e n  9 0 0 µl 9 6 %i g es g e k ü hlt es Et h a n ol g e g e b e n. D as T u b e wir d als n ä c hst es g e v ort e xt 

u n d i m A ns c hl uss f ür 5 Mi n ut e n a uf Eis g e k ü hlt.  

D a n a c h  wir d  di e  L ös u n g  n o c h m als  b ei  R a u mt e m p er at ur  u n d  1 3 0 0 0  r p m  f ür  1 0   -  1 5 

Mi n ut e n z e ntrif u gi ert.  D ur c h  E ntf er n e n  d es  Ü b erst a n d es,  v er bl ei bt  ei n  D N A  P ell et,  

w el c h e m 5 0 0 µl 7 0 % i g es Et h a n ol hi n z u g ef ü gt wir d . N a c h Z e ntrif u g ati o n b ei 1 3 0 0 0 r p m 

f ür 5 Mi n ut e n b ei R a u mt e m p er at ur, wir d d er Ü b erst a n d e ntf er nt u n d d as D N A P ell et f ür 

m a xi m al 2 0 Mi n ut e n l uft g etr o c k n et, u n d i m l et zt e n S c hritt i n 3 0 µl d estilli ert e m Was s er  

a uf g el öst.  Di e  D N A - K o n z e ntr ati o n  k a n n  s p e ktr os k o pis c h b esti m mt  w er d e n  (si e h e 

A bs c h nitt 3. 2. 1 D N A - K o n z e ntr ati o ns b esti m u n g). 

 

3. 2. 1. 2. 2 Mi di -Pr ä p ar ati o n  

I m R a h m e n ei n er D N A-Pr ä p ar ati o n d ur c h Mi di -Pr ä p ar ati o n w er d e n gr ö ß er e M e n g e n v o n 

1 0 0- 5 0 0 µ g  Pl as mi d -D N A is oli ert.                                                                                                                                                    

I m erst e n S c hritt wir d z u  1 0 0 ml L B - M e di u m 1 0 0 µ g/ ml  A m pi cilli n  hi n z u g ef ü gt. Di es e 

w er d e n i m w eit er e n Verl a uf mit ei n er B a kt eri e n k ol o ni e ei n er L B -A g ar Pl att e b ei m pft. 

Ü b er N a c ht wir d d as L B -A m pi cilli n M e di u m mit d er hi n z u g ef ü gt e n B a kt eri e n k ol o ni e b ei 

3 7 ° C i n ei n e m S c h üttl er i n k u bi ert, mit d e m Zi el ei n Wa c hst u m d er B a kt eri e n k ol o ni e z u 

b e wir k e n. N a c h  d er  I n k u b ati o n  ü b er  N a c ht ,  wir d di e  e ntst a n d e n e  B a kt eri e n k ult ur  i n  

F al c o ns  ü b erf ü hrt  u n d  a uf  ei n e m  S c h üttl er  ( 4 0 0 0  r p m)  b ei  4 ° C f ür  1 0  Mi n ut e n  

z e ntrif u gi ert . N a c h Z e ntrif u g ati on wir d  d er Ü b erst a n d v er w orf e n. Z ur w eit er e n Ar b eit  

wir d  di e D N A a us d e m  e ntst a n d e n e n B a kt eri e n p ell et  mit Hilf e d es N u cl e o B o n d Xtr a Mi di 

Kit ( M a c h er e y - N a g el G m b H & C o. K G, D ür e n) is oli ert.  

D as  B a kt eri e n p ell et  wir d  g e m ä ß  Pr ot o k oll  i n  8  ml  R es us p e nsi o ns  Puff er “ R E S “ mit  

R N as e A r es us p e n di ert, bis es si c h  v ollst ä n di g a ufl öst.  

Es  w er d e n  8  ml  L ysis  P uff er “ L Y S “ z u  d e m  i m  v or h eri g e n  S c hritt  s us p e n di ert e m  

B a kt eri e n p ell et   hi n z u g ef ü gt.  Die  S u s p e nsi o n  wir d  m e hr m als  g es c h w e n kt  u n d f ür  5  

Mi n ut e n b ei 1 8  – 2 5° C i n k u bi ert.  I m n ä c hst e n S c hritt wir d di e  N u cl e o B o n d S ä ul e, i n di e 

ei n e S ä ul e mit Filt er F u n kti o n i nt e gri ert ist, v or b er eit et. D er  E q uili br ati o n P uff er  “E Q U “ 

( 1 2 ml) wir d i m B er ei c h d es R a n d es d er Filt ers ä ul e a uf g etr a g e n. 

W ä hr e n d d ess e n  wir d  d er  N e utr ali z ati o n  P uff er “ N E U “ d er  S us p e nsi o n  d es  

B a kt eri e n p ell ets hi n z u g ef ü gt u n d m e hr m als g es c h w e n kt. Di e h o m o g e n e S us p e nsi o n k a n n 
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j et zt  i n  di e  z u v or  v or b er eit et e  Filt ers ä ul e  g ef üllt  w er d e n.  N a c h d e m  di e  S us p e nsi o n  

k o m pl ett d ur c h di e S ä ul e g efilt ert w ur d e, w er d e n 5 ml  E q uili br ati o n P uff er “ E Q U “ a uf 

d e n  R a n d  d er  Filt ers ä ul e  a uf g etr a g e n,  u m  S us p e nsi o nsr est e,  di e  i n  d er  Filt ers ä ul e  

v er bli e b e n si n d, a us z u w as c h e n. D i e Filt ers ä ul e k a n n n u n e ntf er nt w er d e n, i m w eit er e n 

Verl a uf  wir d  mit d er N u cl e o B o n d S ä ul e w eit er g e ar b eit et . I n di es e wir d d er Was h P uff er 

“ Was h “ ( 8 ml) hi n ei n pi p etti ert . Di e Pl as mi d -D N A wir d mit 5 ml El uti o n P uff er “ E L U “ 

a us d e r N u cl e o B o n d S ä ul e a us g e w as c h e n u n d i n ei n E p p e n d orf T u b e ü b erf ü hrt.  

D ur c h  Hi n z uf ü g e n  v o n  Is o pr o p a n ol  k o m mt  es  z ur  A usf äll u n g   d er el ui ert e n  Pl as mi d -

D N A . Mit  Hilf e  ei n e  Vort e x -S c h üttl ers  wir d  d as  E p p e n d orf  T u b e  m e hrf a c h  g e mi xt. 

D a n a c h f ol gt di e Z e ntri f u g ati o n b ei 1 5, 0 0 0 x g f ür 3 0 Mi n ut e n b ei  4 ° C. D er Ü b erst a n d 

wir d v er w orf e n. N a c h d e m d as e ntst a n d e n e P ell et g etr o c k n et ist, w er d e n   7 0% Et h a n ol 

z u m P ell et hi n z u g ef ü gt u n d b ei 5, 0 0 0 x g f ür 5 Mi n ut e n b ei 1 8  – 2 5° C z e ntrif u gi ert . D as 

ü b ers c h üssi g e Et h a n ol wir d e ntf er nt u n d d as P ell et b ei R a u mt e m p er a t ur g etr o c k n et . D as 

D N A P ell et wir d mit 2 0 µl d estilli ert e m Wass er b e i 3 7 ° C a uf ei n e m Vort e x-S c h üttl er 

g e mi xt u n d d a n n a b z e ntrif u gi ert. D ar a uf hi n k a n n di e K o n z e ntr ati o n d er D N A  b esti m mt 

w er d e n ( si e h e A bs c h nitt 3. 2. 1 D N A - K o n z e ntr ati o ns b esti m m u n g).    

    

3. 2. 1. 3 K ulti vi er u n g v o n B a kt eri e n mitt el s N ä hr m e di u m u n d A g ar - Pl att e n 

Z ur B a kt eri e n k ulti vi er u n g k ö n n e n s o w o hl L B -M e di e n  als a u c h L B -A g ar - Pl att e n g e n ut zt 

w er d e n. B ei Ver w e n d u n g v o n L B - M e di u m wir d  d e m M e di u m  A nti bi oti k u m hi n z u g ef ü gt, 

b eis pi els w eis e   1 0 0  µg/ ml A m pi cilli n , d a d ur c h wir d g e w ä hrl eist et, d ass si c h i n di es e m 

M e di u m  n ur  B a kt eri e n  a nr ei c h er n,  di e  ei n  Pl as mi d  mit  d e m  R esist e n z g e n  g e g e n  

A m pi cilli n b esi t z e n, d as M e di u m wir d i n di es e m F all L B-A m p -M e di u m g e n a n n nt.  D as 

L B -A m p - Me di u m wir d mit ei n e r ei n z eln e n B a kt eri e n k ol o ni e b ei m pft  u n d ü b er N a c ht b ei 

3 7 ° C a uf  ei n e m  S c h üttl er  i n k u bi ert.  D es   Weit er e n  k ö n n e n  L B -A g ar -Pl att e n  z ur  

B a kt eri e n k ulti vi er u n g  v er w e n d et  w er d e n,  di e  L B -A g ar -Pl att e n  e nt h alt e n  ei n  

A nti bi oti k u m, s o d ass  n ur  B a kt eri e n,  di e  r esist e nt  g e g e n ü b er  d e m  e nts pr e c h e n d e n  

A nti bi oti k u m si n d,  a uf  di es er  Pl att e  g e z ü c ht et  w er d e n  k ö n n e n.  Z ur  H erst ell u n g  v o n  

L B -A g ar - Pl att e n, di e d as A nti bi oti k u m A m pi cilli n e nt h alt e n, wir d g e k ü hlt es L B -M e di u m 

a uf g e k o c ht u n d  1  ml  A m pi cilli n  hi n z u g ef ü gt.  D as  L B -A m p -M e di u m  wir d  i n  

K ult ur s c h al e n  a us g e g oss e n. N a c h d e m  d as L B -A m p -M e di u m a us g e h ärt et ist, k ö n n e n di e 
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B a kt eri e n  a us pl atti ert  w er d e n . Di e S c h al e n v er bl ei b e n  z ur  K ulti vi er u n g b ei  3 7  ° C  i m  

I n k u b at or. 

 

3. 2. 1. 4 P ol y m er a s e -K ett e nr e a kti o n  ( P C R) 

Di e P C R ist ei n Verf a hr e n z ur Ver vi elf älti g u n g v o n D N A. Gr u n ds ät zli c h w e r d e n f ür d e n 

A ns at z   A us g a n gs-D N A,  z w ei  Pri m er,  di e  a us  Oli g o n u kl e oti d e n  b est e h e n , ei n e 

t h er m ost a bil e D N A -P ol y m er as e , d N T Ps, M g Cl2  u n d d er e nts pr e c h e n d e P uff er b e n öti gt.  

Di e P C R  wir d i n ei n e m T h er m o c y cl er d ur c h g ef ü hrt u n d  v erl ä uft i n m e hr er e n S c hritt e n, 

i n  d e n e n  di e  D N A  u nt ers c hi e dli c h e n  Te mp er at ur e n  a us g es et zt  wir d  (si e h e  Ta b ell e  

3. 2. 1. 1).  

T a b ell e 3. 2 . 1. 4: A bl a uf ei n e r St a n d a r d -P C R  

Pri m är e D e n at uri er u n g  9 4 ° C  ( 5 Mi n ut e n) 

M e hr er e  Z y kl e n ( 2 0 –  3 0 ): 

D e n at uri er u n g  9 4 ° C  ( 1 Mi n ut e) 

Pri m er -A n n e ali n g  5 5 ° C  ( 1 Mi n ut e) 

El o n g ati o n  7 2 ° C  ( 8 Mi n ut e n pr o k b) 

Fi n al e El o n g ati o n  7 2 ° C  ( 1 0 Mi n ut e n) 

 

W ä hr e n d  d er  pri m är e n  D e n at uri er u n g  k o m mt  es  d ur c h  d e n  Te m p er at ur a nsti e g  i m  

T h er m o c y cl er  z ur  Tr e n n u n g  d er  D N A -D o p p elstr ä n g e  i n  Ei n z elstr ä n g e.  I m  n ä c hst e n  

S c hritt  wir d  di e  Te m p er at ur  g es e n kt.  Es  k o m mt  z ur  A nl a g er u n g  d er  Pri m er  a n  di e  

k o m pl e m e n t är e n D N A -S e q u e n z e n   d er D N A -Ei n z elstr ä n g e  a m  3´  E n d e  d es  

D N A -Ei n z elstr a n gs  ( An n e ali n g).  W ä hr e n d  d er  El o n g ati o n  k o m mt  es  z u m  

Te m p e r at ur a nsti e g,  u m  d as  Te m p er at ur o pti m u m  d er  P ol y m er as e  z u  err ei c h e n. Di e 

P ol y m er as e  s y nt h etisi ert  mit  Hilf e  d er  N u kl e oti d e  d e n  k o m pl e m e nt är e n  D N A -Str a n g, 

s o d ass  a us d e m z u v or d ur c h D e n at uri er u n g e ntst a n d e n e m D N A -Ei n z elstr a n g  wi e d er ei n  

D N A -D o p p elstr a n g  g e bil d et  wir d.  D er  D N A - D o p p elstr a n g wir d  d ur c h  er n e ut e  

D e n at uri er u n g wi e d er h olt a uf g etr e n nt u n d d ur c hl ä uft m e hr m als di e a us D e n at uri er u n g, 

Pri m er - A n n e ali n g u n d El o n g ati o n b est e h e n d e n Z y kl e n.  

W ä hr e n d d es l et z t e n S c hritts f ol gt ei n e fi n al e El o n g a ti o n d ur c h di e P ol y m er as e. N a c h 

A bl a uf d er P C R k ü hlt d er T h er m o c y cl er di e Pr o b e a uf 4 ° C a b.  
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3. 2. 1. 4. 1 Gr a di e nt e n -P C R  

Mit Hilf e ei n er Gr a di e nt e n -P C R ist es m ö gli c h, di e o pti m al e A n n e al i n g- Te m p er at ur f ür 

d e n e nts pr e c h e n d e n Pri m er  z u b esti m m e n.  I m T h er m o c y cl er w er d e n z ur gl ei c h e n Z eit 

v ers c hi e d e n e P C Rs mit u nt ers c hi e dli c h e n A n n e ali n g -Te m p er at ur e n a us g ef ü hrt. I m Z u g e 

di es er  Ar b eit  w ur d e  ei n e  Gr a di e nt e n -P C R  mit  d e m  Pl as mi d  p c D N A 3. 1  s I L-6 R  

d ur c h g ef ü hrt. Es w ur d e n vi er u nt ers c hi e dli c h e T e m p e r at ur e n v er w e n d et (si e h e Ta b ell e 

3. 2. 1. 2 ). D as  Pr o gr a m m  d er  Gr a di e nt e n -P C R  gl ei c ht  d e m  d er  S t a n d ar d-P C R  (si e h e  

Ta b ell e 3. 2. 1. 3 ).  F ür  d e n  A ns at z  w ur d e  di e  Pf u-P ol y m er as e  v er w e n d et (si e h e Ta b ell e 

3. 2. 1. 4)  

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A n s at z 1: A n n e ali n g -Te m p er at ur 5 5 ° C  

A n s at z 2: A n n e ali n g -Te m p er at ur 5 7, 9 ° C  

A n s a t z 3: A n n e ali n g-Te m p er at ur 6 0, 7 ° C  

A n s a t z 4: A n n e ali n g-Te m p er at ur 6 3, 6 ° C  

1 µl Pl as mi d -D N A   

1 µl Pri m er f or w ar d   

1 µl Pri m er r e v ers e   

1 µl d N T P  Mi x  

5 µl Pf u -P ol y m er a s e P uff er  

0, 5 µl Pf u -P ol y m er as e  

A d 5 0 µl d estilli ert es H 2 O  

Pri m är e D e n at uri er u n g 9 5 ° C ( 3 Mi n ut e n) 

3 5 Z y kl e n:  

D e n at uri er u n g 9 5 ° C ( 3 Mi n ut e n)  

Pri m e r-A n n e ali n g (si e h e Ta b ell e 3. 2. 1. 2  f ür 1 

Mi n ut e)  

El o n g ati o n 7 2 ° C ( 2 Mi n ut e n)  

Fi n al e El o n g ati o n 7 2 ° C ( 1 0 Mi n ut e n)  

T a b ell e 3. 2. 1. 4. 1. 2 :  

A ns at z d e r G r a di e nt e n -P C R  

T a b ell e 3. 2. 1. 4. 1 : A n n e ali n g -Te m p e r at u r e n  

d e r G r a di e nt e n -P C R  

 

T a b ell e 3. 2. 1. 4. 1. 3 : P C R -P r o g r a m m d e r   

G r a di e nt e n -P C R  
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3. 2. 1. 4. 2 Zi el g eri c ht et e M ut a g e n e s e -P C R  ( sit e-dir e ct e d m ut a g e n e si s 

P C R ) 

I m Z u g e di es er Ar b eit w ur d e di e M ö gli c h k eit u nt ers u c ht ei n e n st a bil e n K o m pl e x a us I L -6 

u n d  d e m sI L-6 R z u bil d e n, d ess e n bi ol o gis c h e A kti vit ät u n b e ei ntr ä c hti gt bl ei bt (si e h e 

A bs c h nitt 4. 2 – 4. 6). Z u di es e m Z w e c k e w ur d e n mit t els zi el g eri c ht et er M ut a g e n es e-P C R 

C o d o ns f ür  C yst ei n e i n c D N As f ür I L-6, I L - 6 G F P,  s I L -6 R u n d HI L - 6 ei n g e br a c ht, di e i n 

w eit er e n Ar b eitss c hritt e n  mit Hilf e v o n C o -Tr a nsf e k ti o n i n C O S- 7-Z ell e n u n d H E K - 2 9 3-

Z ell e n (si e h e A bs c h nitt 3. 2. 2. 4 Tr a n sf e kti o n v o n a d h är e nt e n Z ell e n ) ei n g e br a c ht w er d e n . 

U m di e g e w ü ns c ht e M ut ati o n i n di e c D N A  d er i n di es er Ar b eit als Ve kt or e n v er w e n d et e n  

Pl as mi d e  ei n z u bri n g e n,  w ur d e  d as  Verf a hr e n  d er  zi el g eri c ht et e n  M ut a g e n es e- P C R 

a n g e w e n d et. Di e s e ns e - u n d a nti -s e ns e Pri m er e nt hi elt e n di e g e w ü ns c ht e M ut ati o n.  Es 

w ur d e n  i ns g es a mt  dr ei  P C Rs  d ur c h g ef ü hrt.  I n  d e n  erst e n   b ei d e n P C R - D ur c h g ä n g e n 

w ur d e d er s e ns e - b z w. d er a ntis e ns e -Pri m er v er w e n d et  ( A ns ät z e si e h e Ta b ell e   3. 2. 1. 5, 

P C R - Pr o gr a m m si e h e Ta b ell e 3. 2. 1. 6 ). I m dritt e n P C R - D ur c h g a n g w ur d e n di e Pr o d u kt e 

d er erst e n b ei d e n P C R D ur c h g ä n g e g e mis c ht u n d  mit 1 µl P ol y m er as e  w ur d e ei n e dritt e 

fi n al e  P C R  d ur c h g ef ü hrt. D as  P C R -Pr o d u kt  e nt hi elt  n a c h  E n d e  d er  dritt e n  P C R  di e  

g e w ü ns c ht e  M ut ati o n.  N a c h  Tr a nsf or m ati o n  d er  P C R - Pr o d u kt e i n  a d h är e nt e  Z ell e n  

w ur d e n C yst ei n e i n d e n Pr ot ei n e n e x pri mi ert, di e ü b er Bil d u n g v o n Dis ulfi d br ü c k e n z ur 

A us bil d u n g ei n es K o m pl e x es f ü hrt e n. 

 

T a b ell e 3. 2. 1. 4. 2 : A ns ät z e f ü r M ut a g e n es e- P C R 

A ns at z A  A ns at z B  

1 µl t e m pl at e D N A  1 µl t e m pl at e D A N N  

1 µl H F P uff er  1 µl H F P uff er  

1 µl  s e n s e -Pri m er ( 1 0 0 p m ol)  1 µl a nti -s e n s e -Pri m er ( 1 0 0 p m ol)  

1 µl d N T Ps ( 1 0 m M)  1 µl d N T Ps ( 1 0 m M)  

1 µl P h u si o n P ol y m er as e  1 µl P h u si o n P ol y m er as e  

1 µl d estilli ert es H 2 O  1 µl d estilli ert es H 2 O  
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T a b ell e 3. 2. 1. 4. 2. 1 : P r o g r a m m f ü r M ut a g e n es e -P C R  

Pri m är e D e n at uri er u n g  4 mi n 9 8 ° C  

1 5 Z y kl e n:   

D e n at uri er u n g  1 mi n 9 8 ° C  

Pri m er -A n n e ali n g  1 mi n 5 5 ° C  

El o n g ati o n  1 5  – 3 0 s/ k b 7 2 ° C  

Fi n al e El o n g ati o n  1 2 mi n 7 2 ° C  

 

3. 2. 1. 5 D p nI -V er d a u  

N a c h d e m di e M ut a g e n es e -P C R d ur c h g ef ü hrt w ur d e, w ur d e di e t e m pl at e D N A e ntf er nt. 

Z u  di es e m  Z w e c k e  f ol gt e  ei n  D p nI -Ver d a u  d er  P C R - Pr o d u kt e ( A ns at z  si e h e  Ta b ell e 

3. 2. 1. 7) . D p nI ist ei n R estri kti o ns e n z y m, d as  m et h yli ert e D N A s c h n ei d et . Di e m uti ert e n, 

u n m et h yli ert e n  P C R - Pr o d u kt e w er d e n  d ur c h  d as  R estri kti o ns e n z y m D p nI  ni c ht  

g es c h nitt e n . Di e   R e a kti o n erf ol gt e  f ür  2  St u n d e n  b ei  3 7 ° C .  A ns c hli e ß e n d  w ur d e  d as  

R estri kti o ns e n z y m d ur c h Hit z e ( 8 0 ° C) f ür 2 0 Mi n ut e n i n a kti vi ert.  

 

 

 

2 8 µl g er ei ni gt es  P C R-Pr o d u kt  

3 µl R estri kti o n s e n z y m D p nI  

4 µl Ta n g o P uff er  

5 µl d estilli ert es H 2 O  

   

3. 2. 1. 6 Tr a n sf or m ati o n d e s P C R -Pr o d u kt e s i n c h e mi s c h k o m p et e nt e X L 1 

bl u e -E.  c oli  St ä m m e  

1 0  µl  d es  P C R - Pr o d u kt es d er  zi el g eri c ht et e n  M ut a g e n es e -P C R w ur d e n n a c h  d e m  

D p nI- Ver d a u i n  c h e mis c h  k o m p et e nt e  X L 1  bl u e-E.  c oli  St ä m m e mitt els  Hit z es c h o c k  

tr a nsf or mi ert. Vor b er eit e n d w ur d e n di e  b ei  - 2 0 ° C g efr or e n e n E.   c oli St ä m m e  b ei 4 ° C  

a uf g et a ut. N a c h Z u g a b e d es P C R -Pr o d u kt es f ol gt e ei n e I n k u b ati o n a uf Eis f ür 5   -  1 0 

Mi n ut e n. D er Hit z es c h o c k b ei 4 2 ° C f ür 3 0 S e k u n d e n f ü hrt e z ur A uf n a h m e d er Pl as mi d -

D N A i n di e E.  c oli St ä m m e. A ns c hli e ß e n d f ol gt e ei n e er n e ut e I n k u b ati o n a uf Eis f ür 5  - 

T a b ell e 3. 2. 1. 5: D p nI -B e h a n dl u n g  
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1 0 Mi n ut e n. Di e E.  c oli B a kt eri e n w ur d e n i n 5 0 0 µl L B -A m p M e di u m g e g e b e n, d as f ür 

1  St u n d e  b ei  3 7 ° C  a uf  ei n e m  S c h üttl er  i n k u bi ert  w ur d e.  A ns c hli e ß e n d  w ur d e n 

ü bli c h er w eis e 2 0 0 µl  d er  L ös u n g  a uf  ei n e  L B -A m p  A g ar pl att e  a us g estri c h e n.  Di e  

A g ar p l att e n  w ur d e n  ü b er  N a c ht  b ei  3 7 ° C  i n k u bi ert.  N a c h  d er  I n k u b ati o n  w ur d e  ei n e  

Mi ni- Pr ä p ar a ti o n z ur Is oli er u n g d er Pl as mi d -D N A d ur c h g ef ü hrt  (si e h e A bs c h nitt 3.2. 1 

Mi ni- Pr ä p ar ati o n).  Di e is oli ert e Pl as mi d -D N A w ur d e z ur B est äti g u n g d er g e w ü ns c ht e n 

M ut ati o n d ur c h di e Fir m a S e q L a b – S e q u e n c e L a b or at ori es G ötti n g e n G m b H s e q u e n zi ert .   

 

3. 2. 1. 7 E n z y m ati s c h e S p alt u n g d ur c h R e stri kti o n s e n z y m e  

Z ur  S p alt u n g  v o n  Pl as mi d -D N A  w ur d e n  R estri kti o ns e n z y m e  v er w e n d et.  F ür  di es e  

R e a kti o n w ur d e n 1 0 µ g  Pl as mi d -D N A, s o wi e di e e nts pr e c h e n d e n R estri kti o ns e n z y m e 

u n d  R estri kti o ns p uff er  v er w e n d et. N a c h  Z u g a b e  v o n  d estilli ert e m  H 2 O erf ol gt e  di e  

S p alt u n g ü b er N a c ht b ei 3 7 ° C. Di e R e a kti o n w ur d e d ur c h ei n e n 6 x L a d e p uff er g est o p pt.  

N a c h d e m d er A ns at z a uf ei n 1 %i g es A g ar os e g el a uf g etr a g e n w ur d e, erf ol gt e di e D N A -

E xtr a kti o n  mitt els  A g ar os e g el el e ktr o p h or es e . Di e  Fr a g m e nt e  w ur d e n  d ar a uf hi n 

e xtr a hi ert.   

 

3. 2. 1. 7. 1 Er st ell u n g  d e s sI L -6 R a u s m uti ert e m HI L -6 d ur c h B a m HІ 

S p alt u n g  

U m  d e n  m uti ert e n  sI L -6 R  ( mit  d er  M ut ati o n  f ür  di e  A mi n os ä ur e  C yst ei n)  a us  d e m  

m uti ert e m  HI L -6  z u  er h alt e n  w ur d e  d as  R estri kti o ns e n z y m  B a m HI  v er w e n d et.  D as 

R estri kti o ns e n z y m  B a m H І s ollt e  i m  B er ei c h  d es  P e pti d -Li n k ers  d es  m uti ert e n  HI L - 6 

s c h n ei d e n, u m s o I L -6 u n d d e n sI L -6 R v o n ei n a n d er z u tr e n n e n. D af ür w ur d e d as m uti ert e 

HI L -6 mit B a m H І g es p alt e n  (si e h e Ta b ell e 3. 2. 1. 8). Di es er A ns at z  w ur d e ü b er N a c ht b ei 

3 7 ° C i n k u bi ert. D er A ns at z  w ur d e i m F ol g e n d e n ü b er ei n 2 % i g es A g ar os e g el ü b er pr üft 

u n d di e D A N N  a us d e m A g ar os e g el e xtr a hi ert (si e h e A bs c h nitt 3. 2. 1 H erst ell u n g d es sI L -

6 R a us d e m m uti ert e m HI L -6 mitt els B a m HI - u n d A g eI - B e h a n dl u n g; D N A - E xtr a kti o n 

mitt els  A g ar os e g el el e ktr o p h or es e).  Di e  e xtr a hi ert e  D N A  w ur d e  i n  ei n e n  

Li g ati o ns a ns a el t z g e g e b e n ( Ta b ell e 3. 2. 1. 1 2). D er Li g ati o ns a ns at z w ur d e ü b er N a c ht b ei 

4 ° C i n k u bi ert. D ar a uf hi n w ur d e d er A ns at z i n c h e mis c h k o m p et e nt e X L 1 bl u e -E. c oli 

St ä m m e  tr a nsf or mi ert.  Mitt els  Mi di -Pr ä p ar ati o n  w ur d e  di e  Pl as mi d - DN A  is oli ert  u n d  

a ns c hli e ß e n d  s e q u e n zi ert.  Di es er  Li g ati o ns a ns at z  e nt hi elt  d as  Kl e n o w -Fr a g m e nt,  d as  
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ü b er st ä n di g e  D N A ,  di e  n a c h  d e m  S c h n ei d e n  d ur c h  B a m HІ e ntst a n d e n  ist,  mitt els  

E x o n u kl e as e F u n kti o n e ntf er nt u n d d a d ur c h bl u nt -e n ds er z e u gt, di e ü b er di e T 4 -Li g as e 

v er b u n d e n w ur d e n. Z u d e m b esit zt d as Kl e n o w -Fr a g m e nt ei n e P ol y m er as e F u n kti o n u m 

f e hl e n d e B as e n a us z uf üll e n. D a di e 5´     3´ P ol y m er as e u n d di e 3´     5´ E x o n u kl e as e 

F u n kti o n  d es  Kl e n o w -Fr a g m e nts  a n  u nt ers c hi e dli c h e n  St ell e n  a uff üllt  b z w.  e ntf er nt,  

e ntst e h e n Pr ot ei n e mit u nt ers c hi e dli c h e n M e n g e n a n A mi n os ä ur e n Ü b er h a n g (si e h e A b b. 

4. 3. 1), i n di es e m F all e ntst a n d e n z w ei F or m e n, ei n e F or m d es m uti ert e n sI L -6 R mit 4 2 

A mi n os ä ur e n ü b er h a n g  u n d  ei n e  F or m  d es  m uti ert e n  sI L -6 R  mit  1 7  

A mi n os ä ur e n ü b er h a n g.  

 

3. 2. 1. 8 Li g ati o n  v o m D N A -Fr a g m e nt e n  

Z ur  Li g ati o n  d es  I ns erts  (si e h e  A bs c h nitt  3. 2. 1. 4. 1 Gr a di e nt e n -P C R)  u n d  d e m  

Zi el pl as mi d ( Ve kt or), w ur d e n  1 µl Zi el pl as mi d , 2 µl  I ns ert, T 4 -Li g as e  u n d T 4 -Li g as e 

P uff er v er w e n d et (si e h e Ta b ell e 3. 2. 1. 1 2). D er Li g ati o ns a ns at z w ur d e ü b er N a c ht b ei 4 ° C 

i n k u bi ert. F alls sti c k y -e n ds e ntst a n d e n, di e ü b erst e h e n d e 3´ - o d er 5´ - E n d e n e nt h i elt e n, 

w ur d e d as Kl e n o w -Fr a g m e nt v er w e n d et. Di e Fr a g m e nt e w ur d e n e xtr a hi ert u n d e nt hi elt e n 

sti c k y-e n ds. U m di e sti c k y -e n ds a uf z uf üll e n u n d bl u nt -e n ds z u erst ell e n, w ur d e n 2 0  µl 

d es is oli ert e n Fr a g m e nt es, d as Kl e n o w -Fr a g m e nt, s o wi e d er d a z u g e h öri g e P uff er, d N T P 

Mi x u n d d estilli ert es H 2 0 z u ei n e m A ns at z z us a m m e n g e f ü gt. D as Kl e n o w -Fr a g m e nt h at 

v ers c hi e d e n e A uf g a b e n g e bi et e. Es k a n n ei n ers eits  als P ol y m er as e di e D A N N - S e q u e n z e n 

a m 5´ -E n d e d er D A N N  a uff üll e n, als a u c h i n d er F u n kti o n als E x o n u kl e as e ü b erst e h e n d e 

D A N N -S e q u e n z e n a m 3´ -E n d e a b b a u e n.  D er A n s at z w ur d e b ei 3 7 ° C f ür 1 0 Mi n ut e n u n d 

f ür w eit er e 1 0 Mi n ut e n b ei 9 5° C i n k u bi ert.  

Z ur  Li g ati o n d es a us d er Gr a di e nt e n -P C R  h er g est ellt e n  I ns erts (si e h e A bs c h nitt 3. 2. 1. 4. 1 

Gr a di e nt e n -P C R) u n d d e m Zi el pl as mi d ( Ve kt or), w el c h es d ur c h S p alt u n g d es m uti ert e n 

HI L -6 mit B a m H І u n d Hi n d ІІІ g e w o n n e n w ur d e , w ur d e di e T 4 -Li g as e v er w e n d et  (si e h e 

Ta b ell e 3. 2. 2. 4). D er Li g ati o ns a ns at z w ur d e ü b er N a c ht b ei 4 ° C i n k u bi ert. 

D er Li g ati o ns a ns at z a us Ta b ell e 3. 2. 1. 1 2 w ur d e i n c h e mis c h k o m p et e nt e X L 1 bl u e -E. c oli  

St ä m m e a uf L B -A m p A g ar pl att e n tr a nsf or mi ert u n d a us pl atti ert  (si e h e A bs c h nitt 3. 2. 1. 6 

Tr a nsf or m ati o n d es P C R -Pr o d u kt es i n c h e mis c h k o m p et e nt e X L 1 bl u e -E.  c oli  St ä m m e ). 

N a c h  ei n er  Mi ni -Pr ä p ar ati o n (si e h e A bs c h nitt 3. 2. 1 . 2. 1  Mi ni-Pr ä p ar ati o n )  f ol gt e  ei n e  

Testr estri kti o n,   di e mitt els  A g ar os e g el  el e ktr o p h or etis c h  a n al ysi ert  w ur d e . N a c h 
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E xtr a kti o n  a us  d e m  A g ar os e g el,  f ol gt e  di e  S e q u e n zi er u n g  d ur c h  di e  Fir m a  S e q L a b – 

S e q u e n c e L a b or at ori es G ötti n g e n G m b H.    

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

D er Li g ati o n s a ns at z a us Ta b ell e  3. 2. 8. 1. 9 w ur d e i n c h e mis c h k o m p et e nt e  X L 1 bl u e -E.  

c oli  St ä m m e a uf  L B -A m p A g ar pl att e n  tr a nsf or mi ert  u n d  a us pl atti ert  (si e h e A bs c h nitt 

3. 2. 1. 6 Tr a nsf or m ati o n d es P C R -Pr o d u kt es i n c h e mis c h k o m p et e nt e  X L 1 bl u e -E.   c oli 

St ä m m e ).  N a c h  ei n er  Mi ni-Pr ä p ar ati o n  (si e h e  A bs c h nitt  3. 2. 1. 2. 1 Mi ni -Pr ä p ar ati o n ) 

f ol gt e  ei ne Testr estri kti o n ,  di e mitt els  A g ar os e g el el e ktr o p h or etis c h  a n al ysi ert  w ur d e . 

N a c h E xtr a kti o n a us d e m A g ar os e g el , f ol gt e di e S e q u e n zi er u n g d ur c h di e Fir m a S e q L a b 

– S e q u e n c e L a b or at ori es G ötti n g e n G m b H .    

 

 

 

3. 2. 1. 9 D N A -E xtr a kti o n mitt el s A g ar o s e g el el e ktr o p h or e s e  

U m  D N A -Fr a g m e nt e  si c ht b ar  z u  m a c h e n,  w ur d e n  si e  mit  Hilf e  v o n  

A g ar os e g el el e kr o p h or es e n a c h  A n z a hl  d er  B as e n p a ar e  v o n ei n a n d er  g etr e n nt.  Di e  

A g ar os e g el e w ur d e n mit 1 % A g ar os e h er g est ellt. Di e A g ar os e w ur d e n a c h Z u g a b e v o n 

1  µl Zi el pl as mi d   

2  µl I n s ert  

2 µl T 4 -Li g as e p uff er  

2  µl T 4 -Li g as e   

a d 2 0  µl d estilli ert es H 2 O  

1 0 µ g m uti ert es HI L -6  

2  µl B a m H І  

1 µl Hi n d ІІІ 

4 µl P uff er R e d  

A d 4 0 µl d estilli ert es H 2 O  

T a b ell e 3. 2. 1. 8. 1 : Li g ati o ns a ns at z mit I ns e rt 

a us G r a di e nt e n -P C R  

T a b ell e 3. 2. 1. 8 : A ns at z f ü r d i e 

Tests p alt u n g   
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Et hi di u m br o mi d i n  d er  Mi kr o w ell e  a uf g e k o c ht  u n d  i n  K a m m er n  g e g oss e n.  N a c h  

Erst arr e n  d es G els f ol gt e di e Pr o b e n b el a d u n g mit j e w eils 6 -f a c h e m L a d e p uff er. Z u d e m 

w ur d e  ei n  M ar k er  z ur  Gr ö ß e n b esti m m u n g  a uf g etr a g e n.  Di e  A g ar os e g el el e ktr o p h or es e 

w ur d e b ei 9 0 Volt f ür 3 0 Mi n ut e n d ur c h g ef ü hrt. N a c h B e e n di g u n g d er El e ktr o p h or es e 

k o n nt e d as  G el a uf ei n e m U V -Li c htt is c h a n al ysi ert w er d e n. D as g e w ü ns c ht e Fr a g m e nt 

w ur d e mit ei n e m  S k al p ell h er a us g es c h nitt e n u n d n a c h A nl eit u n g d es N u cl e o S pi n E xtr a ct 

II Kits a uf g er ei ni gt.  

 

3. 2. 2 Z ell k ult ur  

I n d er Z ell k ult ur ar b eit w ur d e n S us p e nsi o ns z ell e n u n d a d h är e nt e Z ell e n v er w e n d et. Di e 

S us p e nsi o ns z ell e n e ntst a m m e n d er B a/ F 3- Z ellli ni e, di e a d h är e nt e n Z ell e n e ntst a m m e n 

d er C O S - 7-Z ellli ni e u n d d er H E K - 2 9 3-Z ellli ni e.  

 

3. 2. 2. 1 Z ell z a hl b e sti m m u n g  

Z ur Z ell z a hl b esti m m u n g w ur d e d er T C 1 0 A ut o m at e d C ell C o u nt er  v er w e n d et. Es w ur d e n 

1 0 µ l Z ells us p e nsi o n u n d 1 0 µ l Tr y p a n-Bl a u z us a m m e n pi p etti ert. 1 0 µ l di es er S us p e nsi o n 

w ur d e n  i n  d e n  “ C ell  C o u nt er  Sli d e “, ei n  O bj e kttr ä g er  mit  i nt e gri ert er  Z ä hl k a m m er,  

g e g e b e n . Dar a uf hi n w ur d e d er “ C ell C o u nt er Sli d e “ i n d e n T C 1 0 A ut o m at e d C ell C o u nt er 

ei n g ef ü gt, u m di e Z ell z a hl z u b esti m m e n.  

 

3. 2. 2. 2 K ulti vi er u n g v o n S u s p e n si o n s z ell e n  

Es  w ur d e n  s o w o hl  B a / F 3-Z ell e n  k ulti vi ert,  di e  mit  g p 1 3 0  tr a ns d u zi ert  w ur d e n  

( B a/ F 3-g p 1 3 0), als a u c h B a/ F 3 -Z ell e n, di e mit g p 1 3 0 u n d d e m I L -6 R tr a ns d u zi ert w ur d e n 

( B a/ F 3- g p 1 3 0-I L-6 R).  Di e Z ell e n w ur d e n i n 1 0 c m K ult urs c h al e n  mit 1 0 ml D M E M +/ + 

k ulti vi ert . Di e B a/ F 3 - g p 1 3 0-Z ell e n u n d B a/ F 3 - g p 1 3 0-I L-6 R -Z ell e n w ur d e n n a c h ei n er 

W o c h e I n k u b ati o n b ei 3 7 ° C u n d 5 % C O 2  ü bli c h er w eis e i m Ver h ält nis 1: 1 0 0 0 0 g es plitt et.  

N a c h d e m S plitt e n d er Z ell e n erf ol gt e di e Z u g a b e v o n 2 0 µ l HI L- 6 i n di e K ult urs c h al e n.  
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3. 2. 2. 3 K ulti vi er u n g v o n a d h är e nt e n Z ell e n  

Di e C O S - 7-Z ell e n w ur d e n i n 1 0 ml D M E M  +/ +  b ei 3 7 ° C u n d 5 % C O 2  i n k u bi ert. Di e 

C O S - 7-Z ell e n w ur d e n ü bli c h er w eis e all e 3 Ta g e g es plitt et. W ä hr e n d d e s S plitt e n s w ur d e 

d as M e di u m d er C O S - 7-Z ell e n a b g es a u gt u n d di e Z ell e n i n 3  – 5 ml P B S g e w as c h e n, 

a ns c hli e ß e n d  w ur d e  d as  P B S  a b g es a u gt.  N a c h  Z u g a b e  v o n  2  ml T E ( Tr y psi n/ E D T A) 

w ur d e n di e Z ell e n  f ür 2 Mi n ut e n b ei 3 7 ° C i n k u bi ert, w o d ur c h si c h di e Z ell e n a bl öst e n. 

D as T E w ur d e mit 2 ml Tr y psi n i n a kti vi ert. Di e Z ells us p e nsi o n w ur d e i n ei n 1 5 ml F al c o n 

ü b erf ü hrt u n d b ei 1 2 0 0 r p m u n d R a u mt e m p er at ur f ür 5 Mi n ut e n z e ntrif u gi ert. N a c h d e m 

d er Ü b erst a n d a b g es a u gt w ur d e, w ur d e d as Z ell p ell et i n 1 ml D M E M +/ + r es us p e n di ert. 

Ei n A n t eil d er Z ells us p e nsi o n w ur d e i n ei n e 1 0 c m K ult urs c h al e m it 1 0 ml D M E M +/ + 

ü b erf ü hrt.  

Di e H E K - 2 9 3-Z ell e n  w ur d e n i n 1 0 ml D M E M +/ + b ei 3 7 ° C u n d 5 % C O 2  i n k u bi ert. Di e 

Z ell e n  w ur d e n  ü bli c h er w eis e  all e  4 Ta g e g es plitt et.  D af ür  w ur d e  d as  M e di u m  i n  d e n  

K ult urs c h al e n  e ntf er nt, u n d di e H E K - 2 9 3-Z ell e n mit 3   –  5 ml P B S g e w as c h e n. N a c h 

E ntf er n u n g d es P B S w ur d e n di e Z ell e n mit Hilf e v o n D M E M +/ + v o n d er  K ult urs c h al e 

g el öst u n d i m Ver h ält nis 1: 1 0 i n D M E M +/ + g es plitt et.  

 

3. 2. 2. 4 Tr a n sf e kti o n v o n a d h är e nt e n Z ell e n  ( C O S- 7-Z ell e n u n d H E K -2 9 3 -

Z ell e n)  

I m Z u g e di es er Ar b eit w ur d e n C O S - 7-Z ell e n u n d H E K - 2 9 3-Z ell e n mit Pl as mi d -D N A 

tr a nsfi zi ert. Es  w ur d e n  1 x 1 0 6 Z ell e n d er  C O S - 7-Z ellli ni e  b z w.  2 x 1 0 6   Z ell e n  d er  

H E K - 2 9 3-Z ellli ni e i n  1 0  ml  D M E M  +/ +  g e g e b e n,  di e  z u v or  g es plitt et  w ur d e n  (si e h e  

A bs c h nitt 3. 2. 2. 3 K ul ti vi er u n g v o n a d h är e nt e n Z ell e n). Z ur Tra n sf e kti o n w u rd e f ol g e n d er 

A ns at z v er w e n d et:  

 

 

T a b ell e 3 . 2. 2. 4: Tr a nsf e kti o ns a ns at z f ü r a d h ä r e nt e Z ell e n.  

 

 

 

1 ml D M E M -/- 

5 µ g Pl as mi d -D N A  

1 0 µl T ur b of e ct  



M at eri al u n d M et h o d e n  

 

3 6  
 

 

F ür  di e  Tr a nsf e kti o n e n  w ur d e  d er  Pl as mi d v e kt or  p c D N A 3. 1   g e n ut zt. N a c h d e m  d er  

A ns at z z us a m m e n pi p etti ert  w ur d e,  w ur d e  er  f ür  1 5   - 3 0  S e k u n d e n  g e v ort e xt  u n d  

n a c hf ol g e n d f ür 1 5 Mi n ut e n b ei R a u mt e m p er at ur i n k u bi ert. N a c h I n k u b ati o n erf ol gt e di e 

Z u g a b e  d es  Tr a nsf e kti o ns a ns at z es  a uf  di e  a us g es ä ht e n  C O S - 7-Z ell e n  b z w. 

H E K - 2 9 3-Z ell e n .  Di e  tr a nsfi zi ert e n  C O S - 7-Z ell e n  w ur d e n  f ür  6  St u n d e n,  di e  

tr a nsfi zi ert e n H E K - 2 9 3-Z ell e n w ur d e n f ür 4 8 St u n d e n b ei 3 7 ° C u n d 5 % C O 2  i n k u bi ert. 

A n s c hli e ß e n d w ur d e d as M e di u m d er tr a nsfi zi ert e n Z ell e n a b g es a u gt u n d 1 0 ml n e u es 

D M E M +/ + hi n z u g e g e b e n.  

 

3. 2. 2. 5 St eril e s Filtri er e n  v o n Z ell ü b er st ä n d e n  

Di e  Ü b erst ä n d e  d er  tr a nsfi zi ert e n  Z ell e n w ur d e n  n a c h  d er  I n k u b ati o ns z eit  (si e h e  

A bs c h nitt 3. 2. 2 Tr a nsf e kti o n v o n a d h är e nt e n Z ell e n) st eril filtri ert. D a z u w ur d e ei n Filt er 

mit ei n er P or e n gr ö ß e v o n 4 5 µ M v er w e n d et . Di e Ü b erst ä n d e w ur d e n b ei - 2 0 ° C g el a g ert. 

 

3. 2. 2. 6 H er st ell u n g v o n Z elll y s at e n  

N a c h H erst ell u n g d er Ü b erst ä n d e a us d e n tr a nsfi zi ert e n Z ell e n (si e h e A bs c h nitt 3. 2. 2 . 4 

Tr a nsf e kti o n  v o n  a d h är e nt e n  Z ell e n;  si e he A bs c h nitt  3. 2. 2. 5 St eril es  Filtri er e n  v o n  

Z ell ü b erst ä n d e n ) w ur d e n  di e  Z ell e n  mit  P B S  g e w as c h e n  u n d  d as  P B S  a ns c hli e ß e n d  

a b g es a u gt. N a c h Z u g a b e v o n 1 ml P B S a uf di e Z ell e n, w ur d e n di e Z ell e n mit Hilf e ei n e s 

“ C ell -S cr a p ers “ v o m B o d e n d er K ult urs c h al e  g el öst. Di e Z ells us p e nsi o n a us P B S u n d d e n 

g el öst e n Z ell e n w ur d e i n ei n 1, 5 ml E p p e n d orf T u b e ü b erf ü hrt. Di es es w ur d e b ei 1 3 0 0 0 

r p m u n d 4° C f ür 1 Mi n ut e z e ntrif u gi ert. D ur c h di e Z e ntrif u g ati o n h att e n si c h di e Z ell e n 

v o m P B S g el öst u n d ei n Z ell p ell et g e bil d et. D as P B S w ur d e e ntf er nt u n d d as Z ell p ell et 

i n  2 5 0  µ l  Mil d  L ysis  B uff er  ( M L B)  r es us p e nd i ert.  D as  E p p e n d orf  T u b e  w ur d e  f ür  1  

St u n d e b ei 4 ° C a uf ei n e m R olls c h üttl er  i n k u bi ert. N a c h I n k u b ati o n f ol gt e ei n e  
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Z e n trif u g ati o n b ei 1 3 0 0 0 r p m u n d 4 ° C f ür 1 5 Mi n ut e n. D as h er g est ellt e Z elll ys at w ur d e 

i n ei n n e u es E p p e n d orf T u b e ü b erf ü hrt u n d b ei -2 0 ° C g el a g ert.      

 

3. 2. 2. 7 Pr olif er ati o n s a s s a y  

Z ur  D ur c hf ü hr u n g  d er  Pr olif er ati o ns ass a ys  w ur d e n Z yt o ki n e  u n d  di e  h er g est ellt e n  

Ü b erst ä n d e d er tr a nsfi zi ert e n Z ell e n v er w e n d et (si e h e A bs c h nitt  3. 2. 2. 5 St eril es Filtri er e n 

v o n  Z ell ü b erst ä n d e n ). Di e  Pr olif er ati o ns ass a ys  w ur d e n  mit  B a/ F 3 - g p 1 3 0-Z el l e n  u n d  

B a/ F 3 - g p 1 3 0-I L- 6 R-Z ell e n d ur c h g ef ü hrt. Es w ur d e n 9 6 Well  Mi kr o p l att e n v er w e n d et. 

Z u  B e gi n n  w ur d e n  di e  B a/ F 3 - g p 1 3 0-Z ell e n  u n d  di e  B a/ F 3 - g p 1 3 0-I L- 6 R-Z ell e n   b ei 

1 5 0 0 0 r p m f ür 5 Mi n ut e n z e ntrif u gi ert. D as e ntst a n d e n e Z ell p ell et w ur d e i n 1 ml P B S  

r es us p e n diert , a ns c hli e ß e n d  w ur d e  di e  S us p e nsi o n  mit  P B S  a uf  1 0  ml  a uf g ef üllt  u n d  

i ns g es a mt dr ei m al mit P B S g e w as c h e n.  D as Was c h e n d er Z ell e n erf ol gt e, u m d as Z yt o ki n 

HI L - 6 z u e ntf er n e n, d as z u v or als Wa c hst u msf a kt or b e n öti gt w ur d e.  

N a c h d e m Was c h e n  f ol gt e di e Z u g a b e v o n 1 ml D M E M +/ +, i n w el c h e m d as Z ell p ell et 

r es us p e n di ert w ur d e.  Di e Z ell z ä hl u n g erf ol gt e d ur c h d e n T C 1 0 A ut o m at e d C ell C o u nt er 

(si e h e A bs c h nitt 3. 2. 2. 1 Z ell z a hl b esti m m u n g ). Es w ur d e n 1 0 0 µ l d er Z ells us p e nsi o n j e 

Well  pi p etti ert.  I n  di e  b ef üllt e n  Wells  w ur d e n  di e  j e w eili g e n  Ü b erst ä n d e / Z yt o ki n e 

pi p etti ert.  Di e  Mi kr o p l att e n  w ur d e n  f ür  4 8  - 7 2  St u n d e n   i n k u bi ert.  N a c h  I n k u b ati o n  

w ur d e n j e 2 0 µ l C ell Tit er Bl u e i n di e b ef üllt e n Wells pi p etti ert . Es f ol gt e n 3  M ess u n g e n 

d er Pr olif er ati o n. Z wis c h e n d e n M ess u n g e n w ur d e di e Mi kr o p l atte f ür j e w eils 2 0 Mi n ut e n 

b ei  3 7 ° C  i n k u bi ert.  Di e  M ess u n g e n  w ur d e n  mit  Hilf e  d es  Te c a n  I nfi nit e  M 2 0 0  

d ur c h g ef ü hrt u n d i n “ R el ati v e Li g ht U nits “ ( R L U) a n g e g e b e n. I m R a h m e n di es er Ar b eit 

w er d e n  v ers c hi e d e n e  Pr o lif er ati o ns ass a ys i m  B er ei c h  d es  Er g e b nisst eils  d et ailli ert  

v or g est ellt. 

 

3. 2. 3 I m m u n bi o c h e mi s c h e M et h o d e n 

3. 2. 3. 1 E n z y m e -Li n k e d -I m m u n s or b e nt-A s s a y ( E LI S A ) 

I m Z u g e di e s er Arb eit w u r d e n z w ei v ers c hi e d e n e E LI S A g e n ut zt . S o w o hl z ur D et e kti o n 

d es sI L - 6 R (I L-6 R E LI S A) , als a u c h  z u r D et e kti o n d es K o m pl e x es a us I L- 6 u n d sI L- 6 R 

(I L- 6/sI L- 6 R K o m pl e x  E LI S A) , w el c h er  i m  I nstit ut  f ür  Bi o c h e mi e  u n d  

M ol e k ul ar bi ol o gi e II  e nt wi c k elt  w ur d e  u n d  fr e u n dli c h er w eis e  z ur  Verf ü g u n g  g est ellt  
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w ur d e. I n b ei d e n F äll e n h a n d elt e es si c h u m S a n d wi c h-E LI S A.  Als St a n d ar d w ur d e i n 

all e n  d ur c h g ef ü hrt e n E LI S As   r e k o m bi n a nt es HI L -6  v er w e n d et.  D er  St a n d ar d  di e nt  

ei n ers eits d er P ositi v k o ntr oll e.  Z us ät zli c h ist  di e K o n z e nt r ati o n d es St a n d ar ds b e k a n nt, 

s o d ass  mit Hilf e ei n er St a n d ar d k ur v e di e M e n g e d es g es u c ht e n sI L -6 R b z w. I L -6/sI L -6 R 

K o m pl e x es i n d e n u nt ers u c ht e n Pr o b e n b esti m mt w er d e n  k a n n. S o w o hl d er St a n d ar d, als 

a u c h  di e  Pr o b e n w ur d e n  i n  v ers c hi e d e n e n  K o n z e ntr ati o n e n  a uf g etr a g e n,  j e d e  

K o n z e ntr ati o n w ur d e  d o p p elt  a uf g etr a g e n.  Mit  Hilf e  v o n  z w ei  A nti k ör p er n  ( C a pt ur e  

A nti k ör p er u n d  D et e cti o n  A nti k ör p er)  w ur d e  di e  j e w eili g e  Pr o b e  d et e kti ert  u n d  i m  

R a h m e n ei n er e n z y m atis c h e n F ar br e a kti o n si c ht b ar g e m a c ht.   

 

3. 2. 3. 1. 1 E n z y m e -Li n k e d -I m m u n s or b e nt-A s s a y ( E LI S A): I L -6 R E LI S A  

Z ur  D et e kti o n  d er  sI L -6 R  M e n g e  i m  Bl uts er u m  d er  Pr o b a n d e n  w u r d e  d er  “ H u m a n 

I nt erl e u ki n- 6 R E LI S A “ d er  Fir m a  I m m u n o  T o ols  v er w e n d et.  Es  w ur d e  ei n e  9 6  Well  

Mi kr otit er pl att e  v er w e n d et. D er v er w e n d et e C a pt ur e A nti k ör p er (α - hI L- 6 R; 4-1 1 ) w ur d e 

1: 1 0 0 0 i n 1 % B S A i n P B S v er d ü n nt. 5 0 µ l d es v er d ü n nt e n C a pt ur e A nti k ör p ers w ur d e n 

i n  j e d es  Well  pi p etti ert.  Di e  Mi kr otit er pl att e  w ur d e  ü b er  N a c ht  b ei  R a u mt e m p er at ur  

i n k u bi ert. N a c h ei nt ä gi g er I n k u b ati o n w ur d e di e Mi kr otit er pl att e dr ei m al mit j e 2 0 0 µl  

P B S - T g e w as c h e n,  u m  u n g e b u n d e n e  A nt eil e  d es  C a pt ur e  A nti k ör p ers  z u  e ntf er n e n.  

A ns c hli e ß e n d w ur d e n  3 0 0  µl  Bl o c ki n g  P uff er  i n  j e d es  Well  pi p etti ert  u n d  di e  

Mi kr otit er pl att e  f ür 2 St u n d e n b ei R a u mt e m p er at ur i n k u bi ert. D ur c h d e n Bl o c ki n g P uff er 

w ur d e n fr ei e Bi n d est ell e n g es ätti gt. I m n ä c hst e n S c hritt w ur d e d er Bl o c ki n g P uff er d ur c h 

dr ei m ali g es Was c h e n mit 2 0 0 µl  P B S -T e ntf er nt. A ns c hli e ß e n d erf ol gt e d as A uftr a g e n d es 

St a n d ar ds  (r e k o m bi n a nt es  HI L -6)  u n d  d er  Pr o b e n.  St a n d ar d  u n d  Pr o b e n  w ur d e n  i n  

v ers c hi e d e n e n  K o n z e ntr ati o n e n a uf g etr a g e n . 

Di e  Mi kr otit er pl att e  mit  d e n  a uf g etr a g e n e n  Pr o b e n  w ur d e n f ür  2  St u n d e n  b ei  

R a u mt e m p er at ur  i n k u bi ert  u n d  d ar a uff ol g e n d  f ü nf m al  mit  P B S -T  g e w as c h e n.  D er 

bi oti n yl i ert e D et e cti o n A nti k ör p er ( B af 2 2 7) w ur d e 1: 1 0 0 0 i n 1 % B S A i n P B S v er d ü n nt. 

Es w ur d e n j e 5 0 µl  d es D et e c ti o n Anti k ör p ers pr o Well pi p etti ert u n d z w ei  St u n d e n b ei 

R a u mt e m p er at ur i n k u bi ert.  U n g e b u n d e A nt eil e d es D e t e cti o n A nti k ör p ers w ur d e n d ur c h 

f ü nf m ali g es Was c h e n mit P B S-T e ntf er nt. D ar a uf hi n w u r d e n 1 0 0 µl  Str e pt a vi di n -P O D 

pr o Well hi n z u g e g e b e n  u n d di e Mi kr o tit erpl att e w ur d e  f ür 3 0 Mi n ut e n i n k u bi ert. W ä hr e n d 

di es er  I n k u b ati o ns z eit  b a n d  Str e pt a vi di n  a n  d e n  bi oti n yli ert e n  A nt eil  d es  D et e cti o n  
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A nti k ör p ers .  N a c h  d er  I n k u b ati o n  w ur d e  d as P O D - S u bstr at hi n z u g ef ü gt.  Di e  

Mi kr otit er pl att e  w ur d e  u nt er Li c ht a uss c hl uss f ür 5  - 2 0 Mi n ut e n i n k u bi ert.  

D ur c h Z u g a b e d e s P O D-S u bstr at es k a m es z u m F ar b u m s c hl a g i n d e n mit Pr o b e n b ef üllt e n 

Wells. Di e R e a kti o n w ur d e d ur c h 1, 8 M S c h w ef els ä ur e g est o p pt. Di e Mi kr otit er pl att e 

w ur d e d ur c h d e n Te c a n I nfi nit e M 2 0 0 b ei 4 5 0 n m a us g el es e n.  

 

3. 2. 3. 1. 2 E n z y m e -Li n k e d -I m m u n s or b e nt-A s s a y ( E LI S A): I L-6/ sI L -6 R  

K o m pl e x E LI S A  

Z ur  D et e kti o n  d es  I L -6/sI L -6 R K o m pl e x es  w ur d e  ei n  i m  I nstit ut  f ür  Bi o c h e mi e  u n d  

M ol e k ul ar bi ol o gi e II e nt wi c k elt er E LI S A v er w e n d et. Di es er E LI S A n ut zt als C a pt ur e 

A nti k ör p er ei n e n  α - hI L- 6 A nti k ör p er i n 1: 1 0 0 0 Ver d ü n n u n g i n 1 % B S A i n P B S, u m d e n 

I L-6 A nt eil d es K o m pl e x es  z u  d et e kti er e n,  als  D et e cti o n  A nti k ör p er  wir d  d er  B af 2 2 7 

A nti k ör p er ( ei n  I L-6 R A nti k ör p er)   i n ei n er 1: 1 0 0 0  Ver d ü n n u n g  i n  1 %  B S A  i n  P B S  

v er w e n d et. D ur c h di es e n A nti k ör p er wir d d er sI L -6 R A nt eil d es K o m pl e x es d et e kti ert 

(si e h e A bs c h nitt 4. 7 F u n kti o ns w eis e d es I L -6/sI L -6 R K o m pl e x E LI S As ). Di e w eit er e n 

Ar b eitss c hritt e gl ei c h e n d e m Pr ot o k oll d es I L - 6 R E LI S A  (si e h e o b e n). Z ur Ü b er pr üf u n g 

d er F u n kti o ns w eis e w ur d e d er E LI S A i n ei n er erst e n  U nt ers u c h u n gsr ei h e mit I L - 6, d e m 

sI L-6 R u n d HI L - 6 g et est et  (si e h e A bs c h nitt 4. 8  D ur c hf ü hr u n g d es I L -6/sI L -6 R K o m pl e x 

E LI S As mit I L - 6, d e m sI L- 6 R u n d HI L- 6). I n ei n er z w eit e n U nt ers u c h u n gsr ei h e w ur d en 

mit Hilf e d e s E LI S As di e M e n g e d es I L -6/sI L -6 R  K o m pl e x es  mit r e k o m bi n a nt e m  I L-6 

u n d sI L - 6 R i n vitr o, s o wi e mit Bl ut pr o b e n v o n vi er Pr o b a n d e n i n vi v o er mitt elt  (si e h e 

A bs c h nitt 4. 8  D ur c hf ü hr u n g d es I L -6/sI L -6 R K o m pl e x E LI S As mit I L -6, d e m sI L -6 R 

u n d HI L - 6; si e h e A bs c h nitt 4. 1 0 D ur c hf ü hr u n g d es I L -6/sI L -6 R K o m pl e x E LI S As mit 

Bl uts er u m ). 

 

3. 2. 3. 2 S D S -P a g e  ( S o di u m D o d e c yl S ulf at e P ol y a c r yl a mi d e G el 

E l e ctr o p h or e si s) 

U m Pr ot ei n e n a c h z u w eis e n u n d i hr e Gr ö ß e z u er mitt el n, w ur d e n di e Verf a hr e n S D S -P a g e 

u n d West er n Bl ot a n g e w e n d et.  Z u erst w ur d e n di e Pr ot ei n e a n h a n d i hr er M ol e k ül m ass e n  

mit  Hilf e  v o n   dis k o nti n ui erli c h er S D S -P ol y a cr yl a mi d  G el el e ktr o p h er es e  g etr e n nt. 

Vor b er eit e n d  w ur d e n  di e  Pr o b e n  ( Z elll ys at e  u n d  Ü b erst ä n d e) mit  j e w eils  5  µ l  5-f a c h 

L ä m mli -P uff er b ei 9 5 ° C f ür 1 0 Mi n ut e n g e k o c ht.  Di e Pr ot ei n e w u r d en i n di es e m S c hritt 
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d e n at uri ert  u n d   a ns c hli e ß e n d f ür  2  Mi n ut e n  a uf  Eis  g e k ü hlt. Di e  Pr o b e n ,  s o wi e  ei n  

Gr ö ß e n m ar k er, w ur d e n a uf G el e  a uf g etr a g e n, di e s el b er h er g est ellt w ur d e n  (si e h e Ta b ell e 

3. 2. 3. 4 ).  Di e  G el e  b est e h e n  a us  Tr e n n - u n d  S a m m el g el  u n d  w ur d e n  mit  1 0  o d er  1 5  

Pr o b e nt as c h e n  h er g est ellt.  N a c h d e m  di e  a uf g etr a g e n e n  Pr o b e n  i m  o b e n  li e g e n d e n  

Tr e n n g el k o n z e ntri ert w ur d e n, w u r d e n si e i m u nt e n li e g e n d e n S a m m el g el e nts pr e c h e n d 

i hr er M ol e k ül m ass e v o n ei n a n d er g etr e n nt.  

S a m m el g el u n d Tr e n n g el e nt h alt e n P or e n u nt ers c hi e dli c h er Gr ö ß e . Pr ot ei n e mit kl ei n er 

M ol e k ül m ass e  d ur c h w a n d er n  di es e  P or e n  s c h n ell er  als  Pr ot ei n e  mit  gr o ß er  

M ol e k ül m ass e . Di e G ö ß e n tr e n n u n g  d er  Pr ot ei n e  erf ol gt e  b ei  1 0 0  –  1 2 0 Volt,  bis  di e  

L a uffr o nt d er Pr o b e n d as E n d e d es Tr e n n g els err ei c ht h att e. A ns c hli e ß e n d e rf ol gt e d er 

Pr ot ei ntr a nsf er a uf ei n e P V D F -M e m br a n mitt els West er n Bl ot.  

  

 

 

 

 

 

 

3. 2. 3. 3 W e st er n Bl ot  

Z ur Vor b er eit u n g d es Pr ot ei ntr a nsf ers  w ur d e Filt er p a pi er i n Tr a nsf er p uff er f ür 5 Mi n ut e n 

i n k u bi ert. Di e  P V D F -M e m br a n  w ur d e  f ür  1  Mi n ut e  i n  M et h a n ol  i n k u bi ert  u n d  

a ns c hli e ß e n d  mit  Tr a nsf er p uff er  a b g es p ült.  N a c h A n or d n u n g  v o n  Filt er p a pi er,  

A cr yl a mi d - Gel u n d P V D F -M e m br a n i n d er  Bl otti n g -K a m m er (si e h e A b bil d u n g 3. 2. 3. 1 ) 

erf ol gt e d er Pr ot ei ntr a nsf er d es A cr yl a mi d g e ls a uf di e P V D F-M e m br a n b ei 2 5 Volt f ür 4 0 

Mi n ut e n.  

 

Tr e n n g el  S a m m el g el  

2, 6 ml Tr e n n g el -P uff er  1, 5 ml S a m m el g el -P uff er  

3, 3 ml A cr yl a mi d ( 3 0 %)  1 ml A cr yl a mi d ( 3 0 %)  

4 ml H 2 0  3, 4 4 ml H 2 O  

4 µl T E M E D  6 µl T E M E D  

1 0 0 µl A P S  6 0 µl A P S  

T a b ell e 3. 2. 3. 2 : I n h alts a n g a b e n z u Tr e n n g el u n d S a m m el g el 
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A b b. 3. 2. 3 . 1.: P r ot ei nt r a nsf e r d es A c r yl a mi d-G els a uf di e P V D F -M e m b r a n. N a c h d e m di e Pr ot ei n e 

mitt el s S D S-P a g e i m A cr yl a mi d -G el a n h a n d i hr er M ol e k ül m ass e a uf g etr e n nt w ur d e n, w ur d e n di e Pr ot ei n e 

a uf  di e  P V D F -M e m br a n  tr a n sf eri ert.  F ür  di es e n  Tr a nsf er  w u r d e n f ü nf i n Tr a nsf er p uff er  a n g ef e u c ht et e  

Filt er p a pi er e  i n di e Bl otti n g K a m m er g el e gt, a uf di e Filt er p a pi er e wu r d e n di e P V D F-M e m br a n u n d d as 

A cr yl a mi d -G el pl at zi ert. A bs c hli e ß e n d w u r d e n f ü nf i n Tr a nsf er p uff er a n g ef e u c ht et e Filt er p a pi er e a uf d as 

A crl a mi d -G el g el e gt. D er Pr ot ei ntr a n sf er w ur d e b ei 2 5 Volt f ür 4 0 Mi n ut e n d ur c h g ef ü hrt.  

 

Di e  P V D F -M e m br a n w ur d e i n ei n 5 0 ml  F al c o n ü b erf ü hrt  u n d d ar a uf hi n dr ei m al  f ür  

j e w eils 5 Mi n ut e n i n 1 0 ml T B S-T g e w as c h e n. W ä hr e n d d es  Was c h v or g a n gs w ur d e d as 

F al c o n a uf ei n e m  R olls c h üttl er i n k u bi ert. D ur c h di e I n k u b ati o n d er M e m br a n  i n ei n er 

L ös u n g  v o n  1 0  ml  T B S -T  mit  5 %  Mil c h p ul v er  f ür  1, 5  -  2  St u n d e n  erf ol gt e  di e  

Bl o c ki er u n g  v o n  u ns p e zifis c h e n  Pr ot ei n bi n d est ell e n.  D er  P ri m är a nti k ör p er  w ur d e  i n 

ei n er 1: 1 0 0 0  Ver d ü n n u n g i n  5 ml  T B S -T mit 5 % Mil c h p ul v er ü b er N a c ht b ei 4 ° C a uf 

ei n e m R olls c h üttl er i n k u bi ert.  

N a c h d er ei nt ä gi g e n I n k u b ati o n  w ur d e di e M e m br a n dr ei m al i n  1 0 ml  T B S -T f ür j e w eils 

5  Mi n ut e n  g e w as c h e n,  u m  u n g e b u n d e n e  A nt eil e  d es  Pri m är a nti k ör p ers  z u  e ntf er n e n.  

A ns c hli e ß e n d w ur d e di e M e m br a n  mit d e m Z w eit a nti k ör p er  i n ei n er 1: 5 0 0 0 Ver d ü n n u n g 

i n  5  ml  T B S-T  mit  5 %  Mil c h p ul v er  f ür  1  St u n d e  b ei  R a u mt e m p er at ur  a uf  ei n e m  

R olls c h üttl er i n k u bi ert.  D ar a uff ol g e n d w ur d e di e M e m br a n dr ei m al i n 1 0 ml T B S -T f ür 

j e w eils  5 Mi n ut e n  g e w as c h e n,  u m  u n g e b u n d e n e A nt eil e  d es  S e k u n d är a nti k ör p ers  z u  
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e ntf er n e n. Es w ur d e n 4 0 0 µ l E C L Pri m er West er n Bl otti n g D et e cti o n R e a g e nt a uf di e 

M e m br a n g e g e b e n. Di e E nt wi c kl u n g erf ol gt e mit d e m I N T A S C h e m o C a m I m a g er.   
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4. Er g e b ni s s e  

4. 1 Tr a n sf e kti o n v o n C O S - 7-Z ell e n mit c D N A s f ür I L - 6-G F P  

Z u B e gi n n w ur d e n C O S - 7-Z ell e n mit d e m Pl as mi d p c D N A  3. 1 I L - 6-G F P  (si e h e A b b. 

4. 1. 3 ?) tr a nsfi zi ert (si e h e A bs c h nitt 3.2. 2. 1 Tr a nsf e kti o n v o n a d h är e nt e n Z ell e n ). Di e i n 

d e n h er g est ellt e n Z elll ys at e n e nt h alt e n e n Pr ot ei n e  (si e h e A bs c h nitt 3. 2. 2. 6 H erst ell u n g 

v o n Z elll ys at e n) w ur d e n als Pr o b e mitt els S D S -P a g e u n d We st er n Bl ot  a n al ysi ert (si e h e 

A bs c h nitt e 3. 2. 3 S D S -P a g e;  West er n Bl ot).  G F P w ur d e mit  Hilf e d es A nti k ör p ers α -G F P 

d et e kti ert  (si e h e  A b b. 4. A ). D es  W eit er e n  w ur d e n  C O S - 7-Z ell e n  mit  I L - 6-G F P 

tr a nsfi zi ert. Di e Pr ot ei n e i n d e n  h er g est ellt e n Z elll ys at e n w ur d e n mitt els S D S -P a g e u n d 

West er n Bl ot a n al ysi ert  (si e h e A b b. 4. C). I m West er n Bl ot ( si e h e A b b . 4. B) w ur d e n z ur 

N e g ati v k o ntr oll e  u ntr a nsfi zi ert e  C O S - 7-Z ell e n,  s o wi e  Pr o b e n  mit  I L- 6-G F P u n d  G F P  

a uf g etr a g e n  (si e h e  A b b. 4. A).  I L-6  w ur d e  mit  d e m  A nti k ör p er  α - h u m a n er-I L- 6 

A nti k ör p er d et e kti ert.  

 

4. A ( A nti k ö r p e r: α -G F P -A nti k ö r p e r )          4. C ( k ei n Ati k ö r p e r w u r d e v e r w en d et)  

        

  4. B ( A nti k ö r p e r: α -G F P -A nti k ö r p e r )    4. D ( α -G F P -A nti k ö r p e r u n d α -I L- 6                

                                                                             A nti k ö r p e r )   

                                                                                 

 

      

 

 

 

                                                                                                            

 

I L-6 G F P  

  G F P  

 

G F P  

 

U ntr a n sfi zi ert e  

C O S - 7-Z ell e n  I L-6 -G F P  
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A b b.  4. 1. 4 : I L-6 G F P F usi o ns p r ot ei n . I m R a h m e n di es er Ar b eit w ur d e mit d e m F u si o n s pr ot ei n I L-6 G F P 

g e ar b eit et. G F P w ur d e mitt el s ei n es Li n k ers a n d as C -t er mi n al e E n d e d es I L-6 kl o ni ert. D as e ntst a n d e n e 

F u si o n s pr ot ei n k o n nt e mit Hilf e d es W est er n Bl otti n g s  d ur c h  α -G F P -A nti k ör p er  u n d  α -I L-6 A nti k ör p er 

n a c h g e wi es e n w er d e n (si e h e A b b. 4. A u n d 4. D). 

 

Mit di es e n Vers u c h e n w ur d e n a c h g e wi es e n, d ass I L -6 als F usi o ns pr ot ei n mit I L - 6 G F P  

(si e h e A b b. 4. 1. 4) i n C O S- 7-Z ell e n e x pri mi ert u n d d ur c h α -G F P - A nti k ör p er (si e h e A b b. 

4. A) u n d α -I L-6 A nti k ör p er  (si e h e A b b. 4.D) d et e kti ert w er d e n k a n n. Es w ur d e b est äti gt, 

d ass di e F usi o n  v o n  I L -6  u n d  G F P  mit  Hilf e  ei n es  Li n k ers  di e  E x pr essi o n  ni c ht  

b e ei ntr ä c hti gt  ( si e h e A b b.  4. D ). Di e  Er g e b niss e  di es es  erst e n  E x p eri m e nts  

g e w ä hrl eist et e n , d ass  d as  F usi o ns pr ot ei n  I L - 6-G F P  i m  Z u g e  d er f ol g e n d e n  Vers u c h e  

v er w e n d et w er d e n k o n nt e.   

 

A b bil d u n g 4. A: West e r n Bl ot z u r D et e kti o n v o n G F P mit Z elll y s at e n v o n I L - 6-G F P t r a nsfi zi e rt e n 

C O S - 7-Z ell e n. Z ur Vor b er eit u n g di es es West er n Bl ots w ur d e n C O S - 7-Z ell e n mit ei n er c D N A k o di er e n d 

f ür I L- 6-G F P tr a n sfi zi ert. Di e i n d e n h er g est ellt e n Z elll ys at e n e nt h alt e n e n  Pr ot ei n e w ur d e n mitt els S D S -

P a g e i hr er Gr ö ß e n a c h g etr e n nt. W ä hr e n d d es West er n Bl otti n g w ur d e ei n α -G F P -A nti k ör p er v er w e n d et. 

B ei 2 5 k D a ist d as G F P -Pr ot ei n s z u er k e n n e n, z u d e m ist b ei c a. 4 0 k D a d as F u si o n s pr ot ei n a u s I L - 6-G F P 

z u er k e n n e n.  

A b bil d u n g 4. B :  West e r n  Bl ot z u r  D et e kti o n  v o n  I L - 6 mit  u nt r a nsfi zi e rt e n  C O S - 7-Z ell e n. D as  

A uftr a g e n d er Pr o b e n v o n u ntr a n sfi zi ert e n C O S - 7-Z ell e n erf ol gt e als  N e g ati v k o ntr oll e. Es w ur d e ei n α -

G F P -A nti k ör p er  v er w e n d et.  

A b bil d u n g 4. C : West e r n Bl ot z u r D et e kti o n v o n I L-6 mit Z elll y s at e n v o n G F P t r a nsfi zi e rt e n C O S -

7- Z ell e n. Z u d e m w ur d e n Z ell e n all ei n  mit G F P tr a n sfi zi ert, di e ni c ht d et e kti ert w er d e n k o n nt e n.  

A b bil d u n g 4. D : West e r n Bl ot z u r D et e kti o n v o n I L-6 mit Z elll y s at e n v o n I L -6 G F P  t r a nsfi zi e rt e n 

C O S - 7-Z ell e n. F ür  di es e n  West er n  B ot  w ur d e n  Z elll ys at e  v er w e n d et ,  di e  d as  I L- 6-G F P  Pr ot ei n  

e nt hi elt e n. I L - 6-G F P ist ei n F u si o n s pr ot ei n, d as a u s d e m Pr ot ei n I L -6 u n d d e m Pr ot ei n G F P b est e ht, di e 

ü b er ei n e n Li n k er mit ei n a n d er v er b u n d e n si n d ( si e h e A b bil d u n g 4. 1. 4 ). Es k o n nt e b ei 4 0 k D a ei n e B a n d e 

d et e kti ert w er d e n.  
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D e s  Weit er e n  w ur d e n  Pr olif er ati o ns ass a ys  mit  B a/ F 3 - g p 1 3 0-Z ell e n  u n d  B a/ F 3 -

g p 1 3 0- I L-6 R -Z ell e n a n g ef erti gt . Es  w ur d e n C O S - 7-Z ell e n mit d e n Pl as mi d e n p c D N A 3. 1 

I L- 6-F c u n d p c D N A 3. 1 I L - 6-G F P tr a nsfi zi ert.  Di e Ü b erst ä n d e w ur d e n st eril  filtri ert, u m 

z u  v er hi n d er n,  d ass  i n  d en  f ür  di e  Pr olif er ati o ns ass a ys  v er w e n d et e n  Ü b e rst ä n d en 

R est z ell e n  v or h a n d e n w ar e n . Z ur A nf erti g u n g d er Pr oli f er ati o ns ass a ys w ur d e n j e 1 0 µl 

di es er Ü b erst ä n d e u n d j e 1  µl d er Z yt o ki n e HI L -6 u n d I L -6 z u 1 0 0  µl B a/ F 3 - g p 1 3 0-Z ell e n  

u n d  1 0 0  µl  B a/ F 3 - g p 1 3 0-I L- 6 R-Z ell e n  g e g e b e n.  Als  N e g ati v k o ntr oll e  w ur d e n  B a/ F 3 -

g p 1 3 0- Z ell e n  u n d  B a/ F 3 - g p 1 3 0-I L- 6 R-Z ell e n  o h n e  Z u g a b e  v o n  Ü b erst ä n d e n  o d er  

Z yt o ki n e n v er w e n d et  (si e h e A b b. 3. 2 . 2. 1). Di e Z ell e n w ur d e n f ür 4 8  h b ei 3 7 ° C i n k u bi ert. 

N a c h Z u g a b e v o n j e 2 0  µl C ell Tit er Bl u e ( C T B)  w ur d e n vi er M ess u n g e n i m A bst a n d v o n 

2 0  Mi n ut e n d ur c h g ef ü hrt  ( si e h e A b b.  4. 1. 5 ).  Di e  M ess u n g e n  z ei gt e n,  dass  di e  

B a/ F 3 - g p 1 3 0-Z ell e n o h n e Z u g a b e v o n Ü b erst ä n d e n o d er Z yt o ki n e n k ei n w es e ntli c h es 

Wa c hst u m  n a c h wi es e n . D a di es e  Z ell e n k ei n e n I L -6 R b e i n h alt e n, k ö n n e n w e d er I L-6, 

n o c h I L - 6 F c  o d er I L- 6 G F P ei n e Z ell pr olif er ati o n i n d u zi er e n . L e di gli c h b ei Z u g a b e v o n 

HI L -6  z ei gt  si c h  ei n  g eri n g es  Wa c hst u m  (si e h e A b b. 4. 1. 5). D a  HI L -6  ei n  D esi g n er  

Z yt o ki n  ist,  w el c h e s  a us  I L -6  u n d  d e m  sI L -6 R  b est e ht,  ist  di e  A n w es e n h eit  d es  

m e m br a n g e b u n d e n e n  I L -6 R  ni c ht  n ot w e n di g.  HI L -6  bi n d et  a n  d e n  

si g n altr a ns d u zi er e n d e n β -R e z e pt or g p 1 3 0. Di es e Bi n d u n g f ü hrt z ur H o m o di m erisi er u n g 

v o n  z w ei  g p 1 3 0  Pr ot ei n e n,  d ar a uf hi n  k o m mt  es  z ur  Si g n altr a ns d u kti o n,  di e  z ur  

Z ell pr olif er ati o n i n b ei d e n Z ellli ni e n f ü hrt  (si e h e A b b. 4. 1. 5). I m G e g e ns at z z ur B a/ F 3 -

g p 1 3 0- Z ellli ni e  ist  i n  d e n  B a/ F 3- g p 1 3 0-I L- 6 R-Z ell e n  b ei  j e d e m  Z us at z  

( Ü b erst a n d/ Z yt o ki n) ei n a uss a g e kr äfti g es  Wa c hst u m  i m  Ver gl ei c h  z u  d er  

N e g ati v k o ntr oll e z u s e h e n  (si e h e A b b. 4. 1. 5). I L-6, I L - 6 F c u n d I L - 6 G F P k ö n n e n ü b er 

d e n m e m br a n g e b u n d e n e n I L- 6 R a n di e Z ell e bi n d e n u n d d ur c h d e n β -R e z e pt or g p 1 3 0 

ei n e  Pr olif er ati o n  d er  Z ell e n   i n d u zi er e n.  Di es e  Er g e b niss e  z ei g e n  ei n ers eits,  d ass  di e  

F usi o n  d es  I L -6  mit  d e m  F c -Ta g   u n d mit G F P  di e  Bi n d u n g  a n  d e n  I L -6 R  u n d  di e  

d ar a uff ol g e n d e i n d u zi ert e Z ell pr olif er ati o n ni c ht  h e m mt . Z u d e m  ers c h w ert  di e F usi o n  di e 

pr olif er ati o nsf ör d er n d e Wir k u n g d es I L - 6 ni c ht. Di es e  Pr olif er ati o ns ass a y s ( si e h e A b b. 

4. 1. 5) di e nt e n  als Gr u n dl a g e f ü r w eit er e E x peri m e nt e , di e di e bi ol o gis c h e A kti vit ät d es 

m uti ert e n I L - 6 G F P u nt ers u c h e n (si e h e A bs c h nitt 4. 6). 
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A b b. 4. 1. 5 : P r ol if e r ati o ns ass a y mit B a/ F 3-g p 1 3 0 -I L-6 R -Z ell e n. D as Di a gr a m m st ellt a uf d er x -A c h s e 

di e z u g e g e b e n e n Ü b erst ä n d e/ Z yt o ki n e d ar u n d a uf d er y -A c h s e di e g e m ess e n e Pr olif er ati o n i n d er Ei n h eit 

r el ati v e li g ht u nits ( R L U), s o wi e di e St a n d ar d a b w ei c h u n g, d ar. Es z ei gt di e Pr olif er ati o n i n B a/ F 3 -g p 1 3 0 -

I L-6 R -Z ell e n. I n di es e n Z ell e n w ar i n d er K o ntr oll e k ei n  Wa c h st u m z u  d et e kti er e n . Di es ist i n d er Gr afi k 

mit  Hilf e  v o n  r ot e n  B al k e n  d ar g est ellt.  D er  v or h a n d e n e  m e m br a n st ä n di g e  I L-6 R  i n d u zi ert e  d ur c h di e 

Z u g a b e d er Z yt o ki n e HI L -6, I L -6 u n d d er I L -6 F c u n d I L -6 G F P Ü b erst ä n d e ei n e Z ell pr olif er ati o n. Di es ist 

i n d er Gr afi k i n bl a u e n B al k e n d ar g est ellt. Di e a m st är k st e n  z u  m ess e n d e Z ell pr olif er ati o n  w ar i n d e n  

B a/ F 3 -g p 1 3 0 -I L-6 R -Z ell e n mit Z u g a b e d es  I L-6 G F P Ü b erst a n d es z u d et e kti er e n . 

 

4. 2 M u t a g e n e s e - P C R z u r Ei n b ri n g u n g v o n C y s t ei n e n i n di e 

P r o t ei n e  I L - 6 - G F P, H I L - 6 u n d  I L - 6 R  

Z u m Ei n bri n g e n v o n C yst ei n e n w ur d e n dr ei  Pl as mi d e (p c D N A 3. 1 I L- 6-G F P,  p c D N A 3. 1 

HI L - 6, p c D N A 3. 1  I L-6 R) mit Hilf e v o n  M ut a g e n es e -P C R v er ä n d ert  (si e h e A bs c h nitt 

3. 2. 1 Zi el g eri c ht et e M ut a g e n es e -P C R ). F ür di es e  M ut a g e n es e -P C R w ur d e n s p e zifis c h e  

s e ns e -  u n d  a ntis e ns e -Pri m er  v er w e n d et.  Di es e  w ur d e n  d ur c h  M o difi k ati o n  v er ä n d ert,  

s o d ass  si e di e  g e w ü ns c ht e  M ut ati o n,  di e  z ur  E x pr essi o n  v o n  C yst ei n e n  f ü hrt e n,  

b ei n h i elt e n. D af ür w ur d e di e N u kl e oti ds e q u e n z v er ä n d ert. F ür all e Pri m er w ur d e n di e 

gl ei c h e n  A ns ät z e u n d d as gl ei c h e P C R -Pr o gr a m m v er w e n d et ( si e h e Ta b ell e  3. 2. 1. 5 u n d 

Ta b ell e 3. 2. 1. 6 ).  

Di e M ut a g e n es e -P C R w ur d e i n m e hr er e n S c hritt e n d ur c h g ef ü hrt  (si e h e A b b. 4. 2. 1). Di e 

M ut a g e n es e - P C R w ur d e mit gl ei c h bl ei b e n d e n Te m p er at ur e n d ur c h g ef ü hrt (si e h e Tab ell e 

3. 2. 1. 4. 2. 1: Pr o gr a m m f ür M ut a g e n es e- P C R ).  

I m  er st e n  Pr o z ess  d er  M ut a g e n es e -P C R  w ur d e  di e  D N A  mitt els  s e ns e -Pri m er 

a m plifi zi ert. I m z w eit e n Pr o z ess  d er M ut a g e n es e -P C R w ur d e di e D N A mitt els a ntis e ns e -
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Pri m er a m plifi zi ert. N a c h di es e n M ut a g e n es e- P C R -D ur c hl ä uf e n w ur d e n di e A ns ät z e A  

( a us  d e m  er st e n  Pr o z ess  d er  M ut a g e n es e-P C R)  u n d  B  ( a us  d e m  z w eit e n  Pr o z ess  d er  

M ut a g e n es e -P C R)  z u ei n e m g e m ei ns a m e n A ns at z z us a m m e n g ef ü gt . Z u di es e m  A ns at z 

w ur d e 1 µl P h usi o n P ol y m er as e hi n z u g ef ü gt.  Mit di es e n A ns ät z e n w ur d e ei n e w eit er e 

fi n al e P C R d ur c h g ef ü hrt , i n di es er w urd e di e D N A mit Hilf e d es s e ns e - u n d d es a ntis e ns e -

Pri m ers a m plifi zi ert. N a c h di es e n P C R -D ur c hl ä uf e n l a g e n di e dr ei  Pl as mi d e I L - 6-G F P,  

I L- 6 R u n d HI L - 6 i n m uti ert er F or m v or, di es e w ur d e n d a n n I L- 6 c ys-G F P,  I L -6 R c ys u n d 

HI L - 6 c ys g e n a n nt. Di e M ut ati o n e nt hi elt di e A mi n os ä ur e C yst ei n.  

 

 

A b b.  4. 2 . 1: A bl a uf  d e r  M ut a g e n es e -P C R.  Ei n e P C R  v erl ä uft  i n  dr ei  D ur c h g ä n g e n,  di e  j e w eils  a u s  

D e n at uri er u n g, Pri m er -A n n e ali n g u n d El o n g ati o n b est e h e n. Di es ist a u c h w ä hr e n d d er M ut a g e ns e -P C R d er 

F all. J e d o c h  k o m mt es i n di es e m F all e z ur g e zi elt e n Ver ä n d er u n g v o n G e n s e q u e n z e n d ur c h M o difi k ati o n 

d er v er w e n d et e n Pri m er. W ä hr e n d d e r erst e n P C R w ur d e d e r m o difi zi ert e  s e n s e-Pri m er v er w e n d et , u m 

ei n e n d er b ei d e n d ur c h D e n at uri er u n g a uf g etr e n nt e n D N A -D o p p elstr ä n g e z u a m plifi zi er e n.  Di es er e nt hi elt 

n a c h  A bl a uf  d er  P C R  di e  g e w ü n s c ht e  M ut ati o n.  W ä hr e n d  d er  z w eit e n  P C R  w ur d e  d er  m o difi zi ert e  

a ntis e n s e -Pri m er v er w e n d et, s o d ass n a c h A bl a uf d er z w eit e n P C R a u c h  d er  z w eit e  a uf g etr e n nt e  D N A -

Str a n g di e  g e w ü n s c ht e M ut ati o n e nt hi elt. I n d er fi nal e n P C R w ur d e n di e z u v or er z e u gt e n P C R -Pr o d u kt e, 

s o wi e di e P h u si o n -P ol y m er as e v er w e n d et,  u m di e a uf g etr e n nt e n Str ä n g e wi e d er mit ei n a n d er z u v er bi n d e n . 

A b s c hli e ß e n d e nt hi elt di e A us g a n g s -D N A di e g e w ü n s c ht e M ut ati o n i n F or m v o n C yst ei n e n.  
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  Ⅰ                                   Ⅱ     

 

                                                                                 

   A                                                                 B  

            

A b b. 4. 2. 2  A, І u n d  4. 2. 2  B, ІІ Dis ulfi d b r ü c k e n bil d u n g ü b e r C yst ei n e . I n d er A mi n o s ä ur es e q u e n z d es 

I L-6 w ur d e di e S e q u e n z K M A E K d ur c h di e M ut a g e n es e -P C R  i n di e S e q u e n z K CA E K  m o difi zi ert  ( A b b. 

І). I n d er A mi n o s ä ur es e q u e n z d es I L-6 R w ur d e di e S e q u e n z P E G D d ur c h di e M ut a g e n es e -P C R i n di e  

S e q u e n z P C G D m o difi zi ert  ( A b b. ІІ). Di e ei n g ef ü gt e n C yst ei n e (i n d e n A b b.  A u n d B  d ur c h “ C “ d ar g est ellt) 

bil d e n  Dis ulfi d br ü c k e n  a u s  (i n  d e n A b b.  A u n d  B  d ur c h  g estri c h elt e  Li ni e n  d ar g est ellt).  I m  D esi g n er  

Z yt o ki n  HI L -6  si n d  I L -6  u n d  d er  sI L -6 R  z u s ät zli c h  ü b er  ei n e n  fl e xi bl e n  P e pt i d-Li n k er  mit ei n a n d er  

v er b u n d e n  ( A b b A). B e griffs erl ä ut er u n g e n: I C D = i ntr a z ell ul är e D o m ä n e, T M D=  Tr a n s m e m br a n d o m ä n e, 

N u m m eri er u n g 1 - 3= D o m ä n e n 1 - 3  

 

 

I n d e n f ol g e n d e n E x p eri m e nt e n s ollt e u nt ers u c ht w er d e n, o b di e m uti ert e n Pl as mi d e i n 

Pr ot ei nf or m ü b er Dis ulf i dbr ü c k e n bi ld u n g d er C yst ei n e ei n e n K o m pl e x bil d e n k ö n n e n , 

d er  bi ol o gis c h  a kti v  ist  ( A b b.  4.2. 2). Di e  P C R - Pr o d u kt e  w ur d e n  z ur  E ntf er n u n g  d er  

w eit er e n  B est a n dt eil e d er P C R A ns ät z e a uf g er ei ni gt. Di e a uf g er ei ni gt e n P C R - Pr o d u kt e 

w ur d e n j e w eils z u ei n e m A ns at z f ür d e n D p nI- S p alt u n g g e g e b e n ( si e h e A bs c h nitt 3. 2. 1  

D p nI- Ve r d a u; Ta b ell e 3. 2. 1. 7 ). 
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Ü b er  d as  R estri kti o ns e n z y m  D p nI  w ur d e  i n  d e n  m uti ert e n  P C R -Pr o d u kt e n  d er  

m et h yli ert e  A nt eil d er D N A g es p alt e n, di e u n m et h yli ert e m uti ert e D N A bli e b  er h alt e n. 

D a d u r c h  w ar es  m ö gli c h  i n  d e n  w eit er e n  S c hritt e n  n ur  mit  d e n  Pl as mi d e n  

w eit er z u ar b eit e n , di e  d ur c h  d i e  M ut a g e n es e-P C R  C yst ei n e  e nt hi e lt e n. Di es e A ns ät z e 

w ur d e n f ür 2  St u n d e n b ei 3 7 ° C i n k u bi ert. D a n a c h w ur d e d as R estri kti o ns e n z y m f ür 2 0  

Mi n ut e n b ei 8 0 ° C i n a kti vi er t.  Im n ä c hst e n S c hritt w ur d e n j e w eils 1 0 µl d er m uti ert e n 

Pl as mi d e i n c h e mis c h  k o m p et e nt e X L 1  bl u e-E.  c oli  St ä m m e tr a nsf or mi ert.  D ur c h Mi ni -

Pr ä p ar ati o n w ur d e di e D N A d er B a kt eri e n is oli ert u n d z ur S e q u e n zi er u n g g es c hi c kt. B ei 

Pr ot ei n e n,  i n  d e n e n  si c h  di e  S e q u e n zi er u n g  b est äti gt  h att e,  w ur d e  d ur c h  ei n e  Mi di -

Pr ä p ar ati o n  di e D N A is oli ert (si e h e Ab s c h nitt 3. 2. 1 Mi ni -Pr ä p ar ati o n, Mi di - Pr ä p ar ati o n). 

Di e I L - 6 S e q u e n z K M A E K w ur d e i n di e S e q u e n z K C A E K, di e I L -6 R S e q u e n z P E G D 

w ur d e i n di e S e q u e n z P C G D m o difi zi ert ( A b b. 4. 2. 2 І u n d ІІ).                                                                                                              
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4. 3  Er st ell u n g d e s sI L -6 R a u s  HI L - 6 c y s   

M uti ert es  sI L- 6 R c ys w ur d e d ur c h d as R estri kti o ns e n z y m  B a m H І a us d er c R N A  f ür HI L -

6  c ys h er g est ellt.  HI L -6  b est e ht  a us  I L -6  u n d  d e m sI L-6 R,  di e  d ur c h  ei n e n  fl e xi bl e n  

P e pti d -Li n k er  mit ei n a n d er  v er b u n d e n  si n d.  A u ß er d e m e nt h ält  d as  m uti ert e  HI L - 6 c y s  

d ur c h  di e  M ut a g e n es e -P C R  z us ät zli c h  di e  A mi n os ä ur e  C yst ei n.  D as  i n  di es e m  

E x p eri m e nt v er w e n d et e R estri kti o ns e n z y m B a m H І s ollt e i m B er ei c h d es P e pti d-Li n k ers 

d es m uti ert e n  HI L - 6 s c h n ei d e n, u m s o I L -6 u n d d e n sI L -6 R v o n ei n a n d er z u tr e n n e n, u m 

i m w eit er e n Verl a uf mit d e m m uti ert e n sI L-6 R z u ar b eit e n.  D af ür w ur d e d as m uti ert e 

HI L -6 mit B a m H І v er d a ut (si e h e Ta b ell e  3. 2. 1. 8). Di es e  S p alt u n g w ur d e ü b er N a c ht b ei 

3 7 ° C i n k u bi ert.  Di e S p alt u n g w ur d e i m F ol g e n d e n ü b er  ei n 2 % i g es A g ar os e gel ü b er pr üft 

u n d di e D N A a us d e m A g ar os e g el e xtr a hi ert  (si e h e A bs c h nitt 3. 2. 1 H erst ell u n g d es sI L -

6 R a us d e m m uti ert e m HI L - 6  c ys mitt els B a m HI - S p alt u n g u n d A g eI - S p alt u n g; D N A -

E xtr a kti o n  mitt els  A g ar os e g el el e ktr o p h or es e ). Di e  e xtr a hi ert e  D N A  w ur d e  i n  ei n e n 

Li g ati o ns a ns at z  g e g e b e n (Ta b ell e 3. 2. 1. 1 2). D er  Li g ati o ns a ns at z w ur d e ü b er N a c ht b ei 

4 ° C i n k u bi ert. D ar a uf hi n w ur d e d er  A n s at z  i n c h e mis c h k o m p et e nt e X L 1  bl u e-E.   c oli 

S t ä m m e  tr a nsf or mi ert. Mitt els Mi di -Pr ä p ar ati o n  w ur d e  di e  Pl as mi d -D N A is oli ert  u n d  

a ns c hli e ß e n d  s e q u e n zi ert.  Di es e r  Li g ati o ns a ns at z e nt hi e lt d as  Kl e n o w - Fr a g m e nt,  d as  

ü b erst ä n di g e  D N A,  di e  n a c h  d e m  S c h n ei d e n  d ur c h  B a m H І e ntst a n d e n  ist , mitt els 

E x o n u kl e as e F u n kti o n  e ntf er nt u n d d a d ur c h bl u nt- e n ds er z e u gt, di e ü b er di e T 4 -Li g as e 

v er b u n d e n w ur d e n.  Z u d e m b esit zt d as Kl e n o w - Fr a g m e nt ei n e P ol y m er as e F u n kti o n u m 

f e hl e n d e B as e n a us z uf üll e n . D a di e 5  ́    3  ́ P ol y m er as e u n d di e 3 ´      5  ́ E x o n u k l e as e 

F u n kti o n  d es  Kl e n o w - Fr a g m e nts a n  u nt ers c hi e dli c h e n  St ell e n  a uff üllt  b z w.  e ntf er nt , 

e ntst e h e n Pr ot ei n e mit u nt ers c hi e dli c h e n M e n g e n a n A mi n os ä ur e n Ü b er h a n g  (si e h e A b b. 

4. 3. 1) , i n di es e m F all e ntst a n d e n z w ei F or m e n , ei n e F or m d es m uti ert e n sI L-6 R mit 4 2  

A mi n os ä ur e n ü b er h a n g  u n d  ei n e  F or m  d es  m uti ert e n  s I L-6 R  mit  1 7  

A mi n os ä ur e n ü b er h a n g , ei n e z us ät zli c h e F or m e ntst a n d t eil w eis e d ur c h ei n e Gr a di e nt e n -

P C R (si e h e A bs c h nitt 4. 4).  

D ur c h d e n B a m H І-V er d a u d es m uti ert e n HI L - 6 e ntst a n d e n d a mit M ut ati o n e n, di e di e 

A mi n os ä ur e C yst ei n b ei n h alt e n.  
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A b b.  4. 3. 1  R est ri kti o ns v e r d a u  mitt els  B a m HI . D as  i n  d er  D arst ell u n g  g e z ei gt e  Pl as mi d  e nt h ält  di e  

Pl as mi d -D N A f ür d as m uti ert e HI L -6 mit d er e nt h alt e n e n M ut ati o n f ür C yst ei n . HI L -6 b est e ht a u s I L -6 u n d  

d e m  sI L -6 R,  di e  d ur c h  ei n e n  fl e xi bl e n  P e pti d -Li n k er  m it ei n a n d er  v er b u n d e n  si n d ( A b b. A) .  D as  

R estri kti o n s e n z y m B a m HI s c h n ei d et i m n ä c h st e n S c hritt i m B er ei c h di es es P e pti d -Li n k ers  ( A b b. B) u n d 

is oli ert di e D N A f ür d e n s L-6 R, d as I n s ert  ( A b b. C). I n d e n d ar a uff ol g e n d e n S c hritt e n wir d d as I n s ert (sI L-

6 R) i n d a s Zi el pl as mi d ( Ve kt or) mitt els T 4 -Li g as e ei n g e br a c ht  ( A b b. D). 

 

A b b. 4. 3. 1 Di e m uti e rt e n sI L -6 R V a ri a nt e n.  Es e ntst a n d e n dr ei v ers c hi e d e n e Vari a nt e n d es sI L -6 R, di e 

z u s ät zli c h e C yst ei n e e nt hi elt e n. Di e erst e Vari a nt e d es m uti ert e n sI L -6 R st a m mt a u s d er Gr a di e nt e n -P C R 

( si e h e  A b s c h nitt  4. 4)  u n d  e nt hi elt  k ei n e  ü b ers c h ü ssi g e n  A mi n o s ä ur e n.  Di e  z w eit e  u n d  dritt e  Var i a nt e 

st a m mt  a u s d e m B a m H І-Ver d a u d es m uti ert e n HI L -6. D ur c h d e n Ei n s at z d es Kl e n o w -Fr a g m e nts e ntst a n d e n 

Vari a nt e n mit 4 2 u n d mit 1 7 A mi n o s ä ur e n Ü b er h a n g.  B e griffs erl ä ut er u n g: N u m m eri er u n g 1 3 = D o m ä n e n 

1- 3 
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4. 4  Er st ell u n g d e s m uti ert e n sI L -6 R d ur c h P C R  

Z us ät zli c h  z u  d e n  z w ei  m uti ert e n  s I L-6 R Vari a nt e n  (si e h e A b b. 4. 3. 1),  di e  d ur c h  di e  

B a m HI - S p alt u n g d es  m uti ert e n  HI L -6  e ntst a n d e n,  e ntst a n d  ei n e  w eit er e  F or m  d es  

m uti ert e n  sI L-6 R d ur c h Gr a di e nt e n -P C R  (si e h e A bs c h nitt  3. 2. 1 Gr a di e nt e n-P C R)   u n d 

a ns c hli e ß e n d e r Li g ati o n i n d as g es c h nitt e n e m uti ert e HI L - 6. I n di es e m R a h m e n w ur d e 

d as m uti ert e HI L -6 mit d e n R estri kti o ns e n z y m e n B a m HI u n d Hi n dIII g es c h nitt e n (si e h e 

Ta b ell e   3. 2. 1. 1 0).  N a c h  A g ar os e g el el e ktr o p h or es e  u n d  a ns c hli e ß e n d er  E xtr a kti o n  d er  

g e w ü ns c ht e n  B a n d e  (si e h e  A bs c h nitt  3. 2 . 1 D N A -E xtr a kti o n  mitt els  

A g ar os e g el el e ktr o p h or es e ) er hi elt  m a n  d as  Zi el pl as mi d.  D as  I ns ert  (sI L -6 R)  w ur d e  

mitt els  Gr a di e nt e n -P C R a m plifi zi ert ( si e h e Ta b ell e 3. 2. 1. 2 - 3. 2. 1. 4 ). N a c h Li g ati o n v o n 

Zi el pl as mi d  u n d  I ns ert  u n d  a ns c h li e ß e n d e m  A us pl atti er e n,  erf ol gt e  mitt els                       

Mi ni- Pr ä p ar ati o n  di e Pl as mi d -D N A Is ol ati o n. U m  z u ü b er pr üf e n, o b d er  m uti ert e sI L -6 R 

di e  g e w ü ns c ht e  M ut ati o n  e nt hi elt ,  erf ol gt e  ei ne Test s p alt u n g (si e h e  Ta b ell e 3. 2. 1. 1 1 ). 

D ur c h S e q u e n zi er u n g b est äti gt e si c h di e g e w ü ns c ht e M ut ati o n.     

N a c h di es e n E x p eri m e nt e n e ntst a n d e n mit Hilf e v o n  P C R j e w eils ei n e m uti ert e F or m d e s 

I L- 6 R c ys, d es sI L- 6 R c ys , d es I L- 6 c ys-G F P u n d  d es HI L - 6 c ys. Z us ätzli c h e ntst a n d e n 

d ur c h d i e B a m HІ - S p alt u n g d es m uti ert e n HI L - 6 c ys z w e i w eit er e m uti ert e F or m e n d es 

sI L-6 R, ei n e mit   1 7  A mi n os ä ur e n Ü b er h a n g u n d ei n e mit 4 2   A mi n os ä ur e n  Ü b er h a n g 

( si e h e A b b. 4. 3. 1). 

 

4. 5 Tr a n sf e kti o n v o n C O S - 7- u n d H E K -2 9 3 -Z ell e n  

I m n ä c hst e n S c hrittt w ur d e n di e c D N As i n Pl as mi d e n  in Z ell e n tr a nsfi zi ert. I n H E K - 2 9 3-

Z ell e n w ur d e n j e ei n m al d as m uti er te HI L - 6  c ys Pl as mi d u n d d as HI L - 6  c ys Wil dt y p 

Pl as mi d tr a nsfi zi ert. A u ß er d e m w ur d e d as  d ur c h P C R m uti ert e sI L - 6 R c ys  Pl as mi d  (si e h e 

A bs c h nitt 4. 4 Erst ell u n g d es sI L -6 R d ur c h P C R u n d Li g ati o n d es sI L 6 -R I ns erts i n d as 

mit B a m H І u n d Hi n d ІІІ v er d a ut e m uti ert e HI L - 6) j e w eils mit d e m I L- 6 G F P Wil dt y p  

Pl as mi d  u n d  d e m  m uti ert e n  I L - 6  c ys-G F P  Pl as mi d (si e h e  A bs c h nitt  4. 2  

M ut a g e n es e -P C R ) c otr a nsfi zi ert.  A u c h  di e  b ei d e n  d ur c h  d i e B a m H І- S p alt u n g 

e ntst a n d e n e n sI L- 6 R c ys  Pl as mi d e  mit 1 7 u n d 4 2 A mi n os ä ur e n Ü b er h a n g (si e h e A b b. 
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4. 3. 1) w ur d e n  j e w eils  mit  d e m  m uti ert e n  I L- 6  c ys-G F P Pl as mi d  u n d  d e m  I L- 6 G F P 

Wil dt y p  Pl a s mi d  c otr a nsfi zi ert.  N a c h Z u g a b e d er Tr a nsf e kti o ns a ns ät z e w ur d e n di e H E K -

2 9 3- Z ell e n f ür 4 8   St u n d e n b ei 3 7 ° C i n k u bi ert  (si e h e A bs c h nitt 3. 2. 2 Tr a nsf e kti o n v o n 

a d h är e nt e n Z ell e n) .  

W ä hr e n d  di es er  Tr a nsf e kti o n  s ollt e  f ol g e n d es Zi el  err ei c ht  w er d e n:   

Di e D ur c hf ü hr u n g d er  M ut a g e n es e -P C R f ü hrt e z ur M o difi k ati o n d er Pl as mi d e , i n d e m 

C yst ei n e ei n g ef ü gt w ur d e n. C yst ei n e si n d A mi n os ä ur e n, w el c h e  T hi ol gr u p p e n e nt h alt e n, 

di e a us  j e w eils  ei n e m  Wass erst off at o m  u n d  ei n e m  S c h w ef el at o m  b est e h e n .  Di e  

S c h w ef el at o m e  z w ei er  C yst ei n e  k ö n n e n  ü b er  Dis ulfi d br ü c k e n bil d u n g  ei n e  Bi n d u n g  

a uf b a u e n u n d f ü hr e n s o z ur K o m pl e x bil d u n g d er d a z u g e h öri g e n Pr ot ei n e . D a s o w o hl di e 

m uti ert e n  sI L- 6 R c ys Pr ot ei n e , als a u c h di e m uti ert e n I L- 6 c ys-G F P Pr ot ei n e, di e i n d e n 

tr a nsfi zi ert e n Z ell e n  e x pr i mi ert w ur d e n, d ur c h M o difi k ati o n  C yst ei n e b ei n h i elt e n, s ollt e 

es  z ur  Bil d u n g  v o n  Pr ot ei n k o m pl e x e n  i n  d e n  C o-Tr a nsf e kti o n e n  ü b er  

Dis ulfi d br ü c k e n bil d u n g.  

N e b e n H E K - 2 9 3-Z ell e n  w ur d e n  a u c h  C O S - 7-Z ell e n  tr a nsfi zi ert.  Es erf ol gt e  ei n e  

Tr a nsf e kti o n  d er  C O S - 7-Z ell e n  mit  d e m  m uti ert e m I L-6 R   c ys Pl as mi d  u n d  d e m  

m ut i ert em I L- 6  c ys-G F P  Pl as mi d .  I n  C o-Tr a nsf e kti o n e n  w ur d e n  j e  z w ei  

Z ell k ult urs c h al e n  d er  C O S - 7-Z ell e n  mit  d e m  m uti ert e n  I L - 6  GF P  Pl as mi d  u n d  d e m  

m uti ert e n  p c D N A  I L- 6 R Pl as mi d  tr a nsfi zi ert, mit d e m Z i el d er K o m pl e x bil d u n g d ur c h 

di e ei n g e br a c ht e n C yst ei n e.  Ei n e d er Z ell k ult urs c h al e n w ur d e mit P M A sti m uli ert.  P M A 

sti m uli ert  di e  Pr ot ei n ki n as e  C  ( P K C).  P K C  f ü hrt  u nt er  a n d er e m  z u  v erst är kt er  

Z ell pr olif er ati o n . S o w o hl  C O S - 7-Z ell e n,  als  a u c h  H E K - 2 9 3-Z ell e n  w ur d e n  f ür  4 8  

St u n d e n b ei 3 7 ° C i n k u bi ert  (si e h e A bs c h nitt 3. 2. 2 Tr a nsf e kti o n v o n a d h är e nt e n Z ell e n) . 

D ar a uff ol g e n d  w ur d e n Z el l ys at e mitt els  Mil d  L ysis  B uff er  (si e h e  A bs c h nitt  3. 2. 2 

H erst ell u n g v o n Z elll ys at e n) erst ellt u n d  di e Ü b erst ä n d e st eril filtri ert  (si e h e A bs c h nitt 

3. 2. 2 St eril es  Filtri er e n  v o n  Z ell ü b erst ä n d e n) .  Di e  e ntst a n d e n e n  Z elll ys at e  u n d 

Ü b erst ä n d e w ur d e n v er w e n d et , u m mit Hilf e v o n West er n Bl otti n g di e E x pr essi o n  d er 

Pr ot ei n e i n d e n tr a nsfi zi ert e n Z ell e n  z u ü b er pr üf e n  (si e h e A bs c h nitt 3. 2. 3 West er n Bl ot) . 

Di e Z elll ys at e u n d Ü b erst ä n d e d er H E K - 2 9 3-Z ell e n  u n d d er C O S - 7-Z ell e n  w ur d e n mit 

ei n e m α -I L- 6 R A nti k ör p er ( 4 -1 1 A nti k ör p er ) d et e kti ert. F ür di e Pr o b e n d er H E K - 2 9 3-

Z ell e n  w ur d e  ni c ht  r e d u zi er e n d er  L ä m mli -P uff er  g e n ut zt,  f ür  di e  Pr o b e n  d er  C O S- 7-

Z ell e n  w ur d e n  s o w o hl  ni c ht  r e d u zi er e n d er L ä m mli -P uff er  als  a u c h  r e d u zi er e n d er  

L ä m mli -P uff er  g e n ut zt,  w el c h er  b et a -M er c a pt o et h a n ol  e nt h ält .  Bet a -M er c a pt o et h a n ol  
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bri c ht Di s ulifi d b r ü c k e n u n d d e n at uri ert  Pr ot ei n e. D a i n d e n d ur c h g ef ü hrt e n Vers u c h e n 

j e d o c h di e A ufr e c h t er h alt un g  d er  Dis ulfi d br ü c k e n  er w ü ns c ht  w ar, w ur d e  z u d e m ni c ht 

r e d u zi er e n d er L ä m mli -P uff er v er w e n d et.  

D ur c h d i e Ver w e n d u n g v o n Pr olif er ati o ns a ns ät z e n, di e s o w o hl mit, als a u c h o h n e P M A 

b e h a n d elt  w ur d e n,  s o wi e  d ur c h  di e  Ver w e n d u n g  v o n  r e d u zi er e n d e m,  als  a u c h  ni c ht  

r e d u zi er e n d e m L ä m mli-P uff er w ur d e d er Ei nfl uss di es er C h e mi k ali e n a uf di e E x pr essi o n 

d er  Pr ot ei n e  ( P M A  Sti m ul ati o n),  wi e  a u c h  di e  D et e kti o n  mitt els  West er n  Bl otti n g                    

(r e d u zi er e n d er / ni c ht r e d u zi er e n d er L ä m mli-P uff er) u nt ers u c ht. 

F ür  di e  S D S -P a g e  u n d  d as  a ns c hl i e ß e n d e West er n  Bl ot ti n g (si e h e  A bs c h nitte  3. 2. 3  

S D S - PA G E;  West er n Bl ot)  d er tr a nsfi zi ert e n C O S - 7-Z ell e n w ur d e n i ns g es a mt 4 Pr o b e n  

a uf g etr a g e n  ( si e h e A b b .  4. 5. 1  –  4. 5. 8),  d a z u  g e h ört e n  Z elll ys at e  u n d  Ü b erst ä n d e  d er  

f ol g e n d e n C o - Tr a nsf e kti o n e n:  

1. M uti ert e s I L- 6 c ys-G F P + M uti ert er I L - 6 R c ys ( b e h a n d elt mit r e d u zi er e n d e m L ä m mli -

P uff er ), (si e h e A b b. 4. 5. 1 u n d 4. 5. 2) 

2. M uti ert e s I L- 6 c ys -G F P + M uti ert er I L - 6 R c ys  ( b e h a n d elt mit ni c ht r e d u zi er e n d e m 

L ä m m li-P uff er ), (si e h e A b b. 4. 5. 3 u n d 4. 5. 4) 

3. M uti ert e s I L- 6 c ys-G F P + M uti ert er I L - 6 R c ys ( b e h a n d elt mit r e d u zi er e n d e m L ä m mli -

P uff er , Z ell pr olif er ati o n sti muli ert mit P M A) , (si e h e A b b. 4. 5. 5 u n d 4. 5. 6) 

4. M uti ert e s I L- 6 c ys -G F P + M uti ert er I L - 6 R c ys  ( b e h a n d elt mit ni c ht r e d u zi er e n d e m 

L ä m mli -P uff er , Z ell pr olif er ati o n sti m uli ert mit P M A), (si e h e A b b. 4. 5. 7 u n d 4. 5. 8) 

 

I n  d e n  Z elll ys at e n  d er  Pr o b e n  2-4  (si e h e  A b b.  4. 5. 3,  4. 5. 5  u n d  4. 5. 7)  k o n nt e n  

D o p p el b a n d e n b ei 9 0 k D a u n d b ei 7 0 k D a d et e kti ert w er d e n . Di e D o p p el b a n d e n si n d a uf 

di e u nt ers c hi e dli c h e Gl y k os yli er u n g d es I L -6 R z ur ü c k z uf ü hr e n.  Di e B a n d e n z ei g e n , d ass 

tr ot z Dis ulfi d br ü c k e n bil d u n g z wis c h e n d e n m uti ert e n Pr ot ei n e n di e Bi n d u n g z wis c h e n 

d e m I L - 6 R u n d d e m z ur D et e kti o n g e n ut zt e m α -I L- 6 R A nti k ör p er ni c ht g e hi n d ert w ur d e.  

                                                        

                                                                      

                                                                                  

A b b. 4. 5. 1  

Z ell ys at: m uti ert es I L -6 G F P + 

m uti ert er I L -6 R , 

r e d u zi er e n d er L ä m mli- P uff er 

A b b. 4. 5. 2  

Ü b erst a n d ( a u s A b b. 

4. 5. 1.)  
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A b b.  4. 5 . 1 u n d A b b.  4. 5. 2  Z elll y s at  u n d Ü b e rst a n d :  m uti e rt es  I L-6  G F P  +  m uti e rt e r  I L -6 R 

( Tr a nsf e kti o n 1). D er West er n Bl ot z ei gt d as Z ell lys at d er C O S - 7-Z ell e n, di e mit d e m m uti ert e m I L -6 G F P 

u n d d e m m uti ert e m I L -6 R c otr a n sfi zi ert w ur d e n. Es w ur d e ei n e B a n d e b ei  9 0 k D a d et e kti ert . Es k o n nt e n 

i n d e n Ü b erst ä n d e n, di e z u v or st eril filtri ert w ur d e n, k ei n e B a n d e n d et e kti ert w er d e n Di e Pr o b e n  w ur d e n 

mit r e d u zi er e n d e m L ä m mli-P uff er a uf g etr a g e n.  Als A nti k ör p er w ur d e d er α -I L-6 R A nti k ör p er  v er w e n d et.  

A b b.  4. 5. 3  u n d  A b b.  4. 5. 4  Z elll y s at  u n d Ü b e rst a n d :  m uti e rt es  I L-6  G F P  +  m uti e rt e r  I L -6 R 

( Tr a nsf e kti o n 2).  D er West er n Bl ot z ei gt d as Z e lll ys at d er C O S- 7-Z ell e n, di e mit d e m m uti ert e m I L -6 

G F P u n d d e m m uti ert e m I L -6 R c otr a n sfi zi ert w ur d e n. Es w ur d e n  D o p p el b a n d e n b ei 9 0 k D a  u n d 7 0 k D a  

d et e kti ert , di e a uf di e u nt ers c hi e dli c h e Gl y k ol ysi er u n g  d es I L -6 R z ur ü c k z uf ü hr e n si n d . Es k o n nt e n i n d e n 

Ü b erst ä n d e n, di e z u v or st eril filtri ert w ur d e n, k ei n e B a n d e n d et e kti ert w er d e n.  Di e Pr o b e n w ur d e n mit ni c ht 

r e d u zi er e n d e m L ä m mli -P uff er  a uf g etr a g e n.  Als A nti k ör p er w ur d e d er α -I L-6 R A nti k ör p er v er w e n d et.  

A b b.  4. 5. 5  u n d A b b. 4. 5. 6  Z elll y s at  u n d Ü b e rst a n d :  m uti e rt es  I L-6  G F P  +  m uti e rt e r  I L -6 R 

( Tr a nsf e kti o n 3). D er West er n Bl ot z ei gt d as Z elll ys at d er C O S - 7-Z ell e n, di e mit d e m m uti ert e m I L - 6 G F P 

u n d  d e m  m uti ert e m  I L -6 R  c otr a n sfi zi ert  w ur d e n.  Es  w ur d e n  D o p p el b a n d e n  b ei  9 0  k D a  u n d  7 0  k D a  

d et e kti ert, di e a uf di e u nt ers c hi e dli c h e Gl y k ol ysi er u n g  d es I L -6 R z ur ü c k z uf ü hr e n si n d. Es k o n nt e n i n d e n 

Ü b erst ä n d e n, di e z u v or st eril filtri ert w ur d e n, k ei n e B a n d e n d et e kti ert w er d e n. Di e Pr o b e n w ur d e n mit 

r e d u zi er e n d e m L ä m mli-P uff er a uf g etr a g e n . Di e tr a n sfi zi ert e n C O S- 7-Z ell e n  w ur d e n mit P M A sti m uli ert.  

Als A nti k ör p er w ur d e d er α -I L-6 R A nti k ör p er v er w e n d et.  

A b b.  4. 5. 7  u n d A b b.  4. 5. 8 Z elll y s at  u n d Ü b e rst a n d :  m uti e rt es  I L-6  G F P  +  m uti e rt e r  I L -6 R 

( Tr a nsf e kti o n 4). D er West er n Bl ot z ei gt d as Z elll ys at d er C O S - 7-Z ell e n, di e mit d e m m uti ert e m I L -6 G F P 

u n d  d e m  m uti ert e m  I L -6 R  c otr a n sfi zi ert  w ur d e n.  Es  w ur d e n  D o p p el b a n d e n  b ei  9 0  k D a  u n d  7 0  k D a  

d et e kti ert, di e a uf di e u nt ers c hi e dli c h e Gl y k ol ysi er u n g  d es I L -6 R z ur ü c k z uf ü hr e n si n d. Es k o n nt e n i n d e n 

Ü b erst ä n d e n, di e z u v or st eril filtri ert w ur d e n, k ei n e B a n d e n d et e kti ert w er d e n. Di e Pr o b e n w ur d e n mit ni c ht 

r e d u zi er e n d e m L ä m mli -P uff er a uf g etr a g e n. Di e tr a n sfi zi ert e n C O S - 7-Z ell e n  w ur d e n mit P M A sti m uli ert.  

Als A nti k ör p er w ur d e d er α -I L-6 R A nti k ör p er v er w e n d et.  

 

                                                                                                     

A b b. 4. 5. 3  

Z ell ys at: m uti ert es  I L-6  

G F P + m uti ert er I L -6 R , ni c ht 

r e d u zi er e n d er L ä m mli- P uff er 

A b b. 4. 5. 4  

Ü b erst a n d ( a u s A b b. 

4. 5. 3)  

 

A b b. 4. 5. 5  

Z elll ys at: m uti ert e s I L -6 G F P + 

m uti ert er I L -6 R , r e d u zi er e n d er 

L ä m mli -P uff er  

A b b. 4. 5. 6  

Ü b erst a n d ( a u s A b b. 

4. 5. 5)  

 

A b b. 4. 5. 7

Z elll ys at:  m uti ert e s I L -6 G F P + 

m uti ert er I L -6 R , ni c ht 

r e d u zi er e n d er L ä m mli- P uff er 

A b b. 4. 5. 8  

Ü b erst a n d ( a u s A b b. 

4. 5. 7)  
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I n B e z u g a uf di e Ver w e n d u n g d es P M A ( Tr a nsf e kti o n 3 u n d 4, A b b. 4. 5. 5 - 4. 5. 8) z ei gt e 

si c h i m Ver gl ei c h z u d e n Pr o b e n, di e ni c ht mit P M A sti m uli ert w ur d e n ( Tr a n sf e kti o n 1 

u n d  2,  A b b.  4. 5. 1  –  4. 5. 4), d ass k ei n e st är k er e n B a n d e n  d et e kti ert  w ur d e n.  Di e  

Ver w e n d u n g v o n r e d u zi er e n d e m/ ni c ht r e d u zi er e n d e m b et a -M er c a pt o et h a n ol z ei gt e k ei n e 

U nt ers c hi e d e i n d er D arst ell u n g d er B a n d e n. 

Di e  West er n Bl ots d er H E K - 2 9 3-Z ell e n  z e i g e n 1 6 a uf g etr a g e n e Pr o b e n  (si e h e A b b. 4. 5. 9 

– 4. 5. 2 4 ). Es w ur d e n f ol g e n d e Z elll ys at e u n d Ü b erst ä n d e a uf g etr a g e n:  

1. m uti ert er sI L - 6 R c ys ( 42 A S Ü b er h a n g) + m uti ert es I L- 6 c ys-G F P (si e h e A b b. 4. 5. 9 

u n d 4. 5. 1 0) 

2. m uti ert er sI L - 6 R c ys ( 4 2 A S Ü b er h a n g) + I L- 6 c ys-G F P Wil dt y p  (si e h e A b b. 4. 5. 1 1 

u n d 4. 5. 1 2) 

3. m uti ert er sI L - 6 R c ys ( 1 7 A S Ü b er h a n g) + m uti ert es I L- 6 c ys -G F P (si e h e A b b. 4. 5. 1 3 

u n d 4. 5. 1 4) 

4. m uti ert er sI L - 6 R c ys ( 1 7 A S Ü b er h a n g) + I L- 6 c ys-G F P Wil dt y p  (si e h e A b b. 4. 5. 1 5 

u n d 4. 5. 1 6) 

5.  m uti ert er  sI L- 6 R c ys ( P C R) + m uti ert es I L- 6 c ys -G F P (si e h e A b b. 4. 5. 1 7 u n d 4. 5. 1 8) 

6. m uti ert er sI L - 6 R c ys ( P C R) + I L- 6 c ys-G F P Wil dt y p (si e h e A b b. 4. 5. 1 9 u n d 4. 5. 2 0) 

7. m uti ert es HI L - 6 c ys (si e h e A b b. 4. 5. 2 1 u n d 4. 5. 2 2) 

8. HI L - 6 c ys Wil dt y p  (si e h e A b b. 4. 5. 2 3 u n d 4. 5. 2 4) 

  

Di e Pr o b e n 1 -6 st ell e n j e w eils di e C o - Tr a nsf e kti o n e n m uti ert er  sI L- 6 R + I L -6 G F P  d ar. 

Es w ur d e s o w o hl di e  m uti ert e F or m d es I L - 6 G F P  als a u c h  di e Wil dt y p  F or m d es I L - 6 

G F P v er w e n d et . D er m uti ert e sI L-6 R w ur d e i n dr ei F or m e n a uf g etr a g e n. Di e Pr o b e n 1 

bis 4 z ei g e n d e n m uti ert e n sI L -6 R a us d er B a m H І- S p alt u n g d es m uti ert e n HI L -6 (si e h e 

A bs c h nitt 3. 2 H erst ell u n g d es sI L -6 R a us d e m m uti ert e m HI L -6 mitt els B a m H І-Ver d a u 

u n d A g e І-Ver d a u  u n d A bs c h nitt 4. 3). F ür di e Pr o b e n 1 u n d 2 w ur d e d er m uti ert e sI L -6 R 

mit 4 2 A mi n os ä ur e n Ü b er h a n g v er w e n d et, f ür di e Pr o b e n 3 u n d 4 w ur d e d er m uti ert e sI L -

6 R mit 1 7 A mi n os ä ur e n Ü b er h a n g v er w e n d et.  F ür di e Pr o b e n 5 u n d 6 w ur d e d er d ur c h 

P C R (u n d  a ns c hli e ß e n d e r Li g ati o n  i n  d as  mit  B a m HІ v er d a ut e  m uti ert e  HI L -6) 

g e w o n n e n e sI L- 6 R v er w e n d et, d er d ur c h di es e Verf a hr e n e b e nf alls d ur c h d as Ei n bri n g e n 

v o n C yst ei n e n m o difi zi ert w ur d e ( A bs c h nitt 3. 2 H erst ell u g d es sI L - 6 R d ur c h Ver d a u d es 

m uti ert e n HI L -6 mit B a m H І u n d Hi n d ІІІ, Gr a di e nt e n -P C R , Li g ati o n u n d A bs c h nitt 4. 4).  



 

5 7  
 

Di e Pr o b e 7 e nt hi elt d e n d ur c h di e M ut a g e n es e -P C R (si e h e A bs c h nitt 3. 2 M ut a g e n es e -

P C R) m o difi zi ert e n HI L - 6, Pr o b e 8 e nt hi elt d e n HI L-6 Wil dt y p.  

I n d e n  Pr o b e n 1 – 6 (si e h e A b b. 4. 5. 9 – A b b. 4. 5. 2 0)  w ur d e n s o w o hl i m Z ell lys at, als 

a u c h i m Ü b erst a n d B a n d e n i n d er H ö h e v o n  4 0 - 5 0 k D a d et e kti ert . I n d e n Pr o b e n 7 u n d 

8 (si e h e A b b. 4. 5. 2 1 – A b b. 4. 5. 2 4)  w ur d e n i m Z elll ys at u n d i m Ü b er st a n d B a n d e n i n 

H ö h e v o n 1 1 0 k D a z u er k e n n e n . Di es e B a n d e n b e wi es e n s o w o hl, d ass d as Ei n bri n g e n d er 

C yst ei n e  i n  d as  I L -6  G F P u n d  d e n  s I L- 6 R  s o w o hl di e K o m pl e x bil d u n g als  a u c h   di e 

E x pr essi o n d er m uti ert e n Pr ot ei n e i n d e n H E K - 2 9 3-Z ell e n  ni c ht b e ei ntr ä c hti gt e . 

 

 

 

 

                                                                 

 

 

                                                 

                                                                                             

                                              

                                                                           

   

                                                      

A b b. 4. 5. 1 3  

Z elll ys at: m uti ert er sI L -

6 R c ys  ( 1 7 A S Ü b er h a n g) 

+ m uti ert es I L - 6-c ys  G F P 

b ei 4 0 k D a  

 

 

A b b. 4. 5. 1 1  

Z elll ys at: m uti ert er  

sI L-6 R c ys  ( 4 2 A S 

Ü b er h a n g) +  I L- 6c ys - 

G F P Wil dt y p b ei 5 0 k D a  

 

A b b. 4. 5. 9   

Z elll ys at: m uti ert er sI L -

6 R c ys  ( 4 2 A S Ü b er h a n g) + 

m uti ert es I L - 6c ys - G F P b ei 

5 0 k D A  

 

 

A b b. 4. 5. 1 0  

Ü b erst a n d ( a u s A b b. 4. 5. 9) 

B ei 5 0 k D a  

 

 

A b b. 4. 5. 1 2  

Ü b erst a n d ( a u s A b b. 4. 5. 1 1) 

B ei 5 0 k D a  

 

A b b. 4. 5. 1 4  

Ü b erst a n d ( a u s A b b. 4. 5. 1 3) 

B ei 4 0 k D a  

 

  



 

5 8  
 

 

 

                                                    

 

 

 

 

 

                                                         

 

 

 

 

                                                      

 

 

 

                                                     

 

 

                                                

  

 

 

                                    

 

 

A nti k ör p er w er d e n i n z u g e h öri g er L e g e n d e a uf d er F ol g es eit e er w ä h nt 

 

 

A b b. 4. 5. 1 9  

Z elll ys at: m uti ert er sI L -

6 R c ys  ( P C R) + I L- 6-c ys  

G F P Wil dt y p b ei 4 5 -5 5 k D a  

 

  

A b b. 4. 5. 2 0  

Ü b erst a n d  

( a u s A b b. 4. 5. 1 9) b ei 

4 5 -5 5 k D a  

  

A b b. 4. 5. 2 1  

Z elll ys at: m uti ert e s HI L -

6 c ys  b ei 1 2 0 k D a  

 

  

A b b. 4. 5. 2 4  

Ü b erst a n d ( a u s A b b. 

4. 5. 2 3)  b ei 1 2 0 k D a  

 

A b b. 4. 5. 1 7  

Z elll ys at: m uti ert er sI L -

6 R c ys  ( P C R) + m uti ert es I L-

6- c ys  G F P b ei 4 5 -5 5 k D a  

 

 

A b b. 4. 5. 1 8  

Ü b erst a n d ( a u s A b b. 

4. 5. 1 7)  b ei 4 5 -5 5 

k D a 

 

 

A b b. 4. 5. 2 2  

Ü b erst a n d ( a u s A b b. 

4. 5. 2 1)  b ei 1 2 0 k D a  

 

  

A b b. 4. 5. 2 3  

Z elll ys at: HI L - 6c y s  Wil dt y p b ei 

1 2 0 k D a  

 

A b b. 4. 5. 1 5  

Z elll ys at: m uti ert er sI L -6 R c ys  

( 1 7 A S Ü b er h a n g) + I L- 6-c ys  

G F P Wil dt y p b ei 4 0 k D a  

 

  

A b b. 4. 5. 1 6  

Ü b erst a n d ( a u s A b b. 

4. 5. 1 5)  b ei 4 0 k D a  
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A b b.  4. 5. 9  u n d A b b. 4. 5. 1 0  Z elll y s at  u n d  Ü b e rst a n d :  m uti e rt e r  sI L-6 R c y s  ( 4 2 A S Ü b e r h a n g) + 

m uti e rt es I L - 6-c y s  G F P  ( Tr a nsf e kti o n 1). Di es er West er n Bl ot st ellt di e C o -Tr a n sf e kti o n  d es m uti ert e n 

sI L-6 R c ys  a u s d e m B a m H І-Ver d a u + d as m uti ert e I L - 6-c ys  G F P d ar , w el c h er b ei 5 0 k D a d et e kti er t w er d e n 

k o n nt e.  Als A nti k ör p er w ur d e d er α -I L-6 R A nti k ör p er v er w e n d et.  

A b b. 4. 5. 1 1 u n d 4. 5. 1 2  Z elll y s at u n d Ü b e rst a n d:  m uti e rt e r s I L- 6 R c ys  ( 4 2 A S Ü b e r h a n g) + I L- 6-c y s 

G F P Wil dt y p ( Tr a nsf e kti o n 2).  Di es er West er n Bl ot st ellt di e C o -Tr a n sf e kti o n d es m uti ert e n sI L -6 R c ys  

a u s d e m B a m H І-Ver d a u + I L- 6-c ys  G F P  Wilt y p d ar. A u c h hi er k o n nt e b ei et w a 5 0 k D a ei n e B a n d e d et e kti ert 

w er d e n, di e ni c ht ü b er Di s ulfi d br ü c k e n bil d u n g st attf a n d, d a d as tr a n sfi zi ert e Pl as mi d I L- 6-c ys  G F P k ei n e 

C yst ei n e e nt hi elt . D a di e B a n d e si c h a uf d er gl ei c h e n H ö h e wi e di e B a nd e a u s d e n Tr a n sf e kti o n e n 4. 5. 9 

u n d  4. 5. 1 0  b ef a n d,  di e nt e  di es e  D et e kti o n  z ur  B est äti g u n g,  d ass  di e  K o m pl e x bil d u n g  z wis c h e n  d e n  

m uti ert e n  Pr ot ei n e n  r e g elr e c ht st attf a n d.   Als A nti k ör p er w ur d e d er α -I L-6 R A nti k ör p er v er w e n d et.  

A b b. 4. 5. 1 3 u n d 4. 5. 1 4  Z elll y s at u n d Ü b e rst a n d:  m uti e rt e r sI L -6 R c y s  ( 1 7 A S Ü b e r h a n g) + m uti e rt es 

I L- 6- c y s  G F P  ( Tr a nsf e kti o n 3). Di es er West er n Bl ot st ellt di e C o -Tr a n sf e kti o n d es m uti ert e n sI L -6 R -c ys  

a u s d e m B a m H І-Ver d a u + d as m uti ert e I L - 6-c ys  G F P  d ar.   B ei et w a 4 0  k D a k o n nt e ei n e B a n d e d et e kti ert 

w er d e n , di e d e n g e bil d et e n K o m pl e x d ur c h Dis ulfi d br ü c k e nil d u n g d arst ellt.  Als A nti k ör p er w ur d e d er α -

I L-6 R A nti k ör p er v er w e n d et.  

A b b. 4. 5. 1 5 u n d 4. 5. 1 6  Z elll y s at u n d Ü b e rst a n d:  m uti e rt e r sI L -6 R c ys  ( 1 7 A S Ü b e r h a n g) + I L- 6-c y s  

G F P Wil dt y p  ( Tr a nsf ekti o n 4 ). Di es er West er n Bl ot st ellt di e C o -Tr a n sf e kti o n d es m uti ert e n sI L -6 R c ys  

a u s d e m B a m H І-Ver d a u + I L - 6-c ys  G F P Wil d t y p d ar. B ei et w a 4 0 k D a k o n nt e ei n e B a n d e d et e kti ert w er d e n. 

Di e  B a n d e n d et e kti o n  b est äti gt  di e  r e g elr e c ht e  K o m pl e x bil d u n g  a u s  d e n  A b b.  4. 5. 1 3  u n d  4. 5. 1 4 . Als 

A nti k ör p er w ur d e d er α -I L-6 R A nti k ör p er v er w e n d et.  

A b b. 4. 5. 1 7 u n d 4. 5. 1 8  Z elll y s at u n d Ü b e rst a n d: m uti e rt e r sI L -6 R c ys  ( P C R) + m uti e rt es I L- 6-c y s  

G F P ( Tr a nsf e kti o n 5). Di es er West er n Bl ot st ellt di e C o -Tr a n sf e kti o n d es m uti ert e n sI L- 6 R c ys  a u s d er 

Gr a di e nt e n -P C R  + d as m uti ert e I L - 6-c ys  G F P d ar.  Es k o n nt e ei n e B a n d e b ei et w a 4 5 -5 5 k D a d et e kti ert 

w er d e n,  di e d e n g e bil d et e n K o m pl e x d arst ellt, d er si c h d ur c h di e Dis ulfi d br ü c k e n bil d u n g d er ei n g e br a c ht e n 

C yst ei n e bil d et e. Als A nti k ör p er w ur d e d er α -I L-6 R A nti k ör p er v er w e n d et.     

A b b. 4. 5. 1 9  u n d A b b. 4. 5 .2 0  Z elll y s at u n d Ü b e rst a n d:  m uti e rt e r sI L -6 R c y s  ( P C R) + I L- 6-c y s  G F P 

Wil dt y p  ( Tr a nsf e kti o n 6). Di es er West er n Bl ot st ellt di e C o -Tr a n sf e kti o n d es m uti ert e n sI L -6 R c ys  a u s d er 

Gr a di e nt e n -P C R  + I L- 6-c ys  G F P  Wil dt y p  d ar.  Es k o n nt e ei n e B a n d e b ei et w a 4 5 -5 5 k D a d et e kti ert w er d e n , 

di e  di e r e g elr e c ht e K o m pl e x bil d u n g  a u s d e n A b b. 4. 5. 1 7  u n d 4. 5. 1 8  b est äti gt.  Als A nti k ör p er w ur d e d er α -

I L-6 R A nti k ör p er v er w e n d et.     

A b b. 4. 5. 2 1 u n d A b b. 4. 5. 2 2  Z e lll ys at u n d Ü b e rst a n d: m uti e rt es HI L - 6c y s  ( Tr a nsf e kti o n 7). Di es er 

West er n  Bl ot st ellt d as d et e kti ert e m uti ert e HI L - 6c ys  d ar . Es k o n nt e b ei et w a 1 2 0 k D a ei n e B a n d e d et e kti ert 

w er d e n.  Als A nti k ör p er w ur d e d er α -I L-6 R A nti k ör p er v er w e n d et.    

A b b.  4. 5. 2 3 u n d A b b . 4. 5. 24 Z elll y s at u n d Ü b e rst a n d. HI L - 6c y s  Wil dt y p ( Tr a nsf e kti o n 8).  Di es er 

West er n Bl ot st ellt di e D et e kti o n d es HI L - 6c ys  Wil dt y p s b ei et w a 1 2 0 k D a d ar. Di e gl ei c h e B a n d e n h ö h e 

wi e i n d e n A b b. 4. 5. 2 1 u n d 4. 5. 2 2  z ei gt, d ass di e M ut a g e n es e d es HI L - 6c ys  s o w o hl di e E x pr essi o n, als 

a u c h di e D et e kti o n d es HI L - 6c ys  ni c ht b e ei ntr ä c hti gt h at.  Als A nti k ör p er w ur d e d er α -I L-6 R A nti k ör p er 

v er w e n d et.    
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4. 6 Bi ol o gi s c h e A kti vit ät d er m uti ert e n Z yt o ki n e   

I m n ä c hst e n S c hritt w ur d e di e bi ol o gis c h e A kti vit ät d e r m uti er t e n Z yt o ki n e u nt ers u c ht. 

I m R a h m e n di es er U nt ers u c h u n g w ur d e n H E K - 2 9 3-Z ell e n tr a nsfi zi ert  (si e h e A bs c h nitt 

3. 2. 2 Tr a nsf e kti o n v o n a d h är e nt e n Z ell e n) . I ns g es a mt w ur d e n z e h n  Tr a n sf e kti o ns a ns ät z e 

v er w e n d et: d er HI L -6 Wil dt y p, d as m uti ert e HI L - 6 c ys, d er m uti ert e sI L - 6 R c ys ( a us d er 

Gr a di e nt e n -P C R , si e h e A bs c h nitt 4. 4 Erst ell u n g d es m uti ert e n sI L -6 R d ur c h P C R u n d 

Li g ati o n d es sI L -6 R I ns erts i n d as mit B a m HI u n d Hi n dIII v er d a ut e m uti ert e HI L - 6) als 

C o -Tr a nsf e kti o n  mit  m uti ert e m  I L- 6  c ys-G F P u n d  mit   d e m I L- 6  c ys-G F P Wil dt y p. 

A u ss er d e m w ur d e n di e b ei d e n d ur c h d e n B a m H І- S p alt u n g e ntst a n d e ne n  muti ert e n sI L -

6 R c ys F or m e n ( mit 1 7 A mi n os ä ur e n u n d mit 4 2 A mi n os ä ur e n  Ü b er h a n g, si e h e A bs c h nitt 

4. 3  Er st ell u n g  d es  sI L -6 R  a us  m uti ert e m  HI L -6  d ur c h  B a m H І- S p alt u n g)  als 

C o - Tr a nsf e kti o n mit d e m  m uti ert e m I L- 6 c ys-G F P  u n d mit d e m I L - 6 c ys-G F P Wil dt y p i n 

Tr a nsf e kti o ns a ns ät z e n   v er w e n d et. Z ur  P ositi v k o ntr oll e  w ur d e  ei n  A n sat z  mit  

r e k o m bi n a nt e m  HI L-6  v er w e n d et,  z ur  N e g ati v k o ntr oll e w ur d e n  u ntr a nsfi zi ert e  H E K -

2 9 3- Z ell e n  v er w e n d et. 

Di e tr a nsfi zi ert e n Z ell e n w ur d e n f ür 4 8  St u n d e n b ei 3 7 ° C i n k u bi ert  (si e h e A bs c h nitt 3. 2. 2 

Pr olif er a ti o ns ass a y).  W ä hr e n d di es er Z eit  s ollt e n  di e  i n  d e n H E K - 2 9 3-Z ell e n 

e x pri mi ert e n  d ur c h  C yst ei n e  m o difi zi ert e n  Pr ot ei n e ü b er  Dis ulfi d br ü c k e n bil d u n g  

K o m pl e x e bil d e n. N a c h di es er I n k u b ati o ns z eit w ur d e n di e Ü b erst ä n d e d er Z ell e n st eril 

filtri ert (si e h e A bs c h nitt 3. 2. 2 St eril es Filtri er e n v o n Z ell ü b erst ä n d e n ). Es w ur d e n j e 1 0 

µl d er Ü b erst ä n d e  i n  j e  1 0 0  µl  B a/ F 3 - g p 1 3 0-Z ell e n  g e g e b e n  (si e h e  A b b.  3. 2. 2. 2). 

A ns c hli e ß e n d  w ur d e n  di e  Z ell e n  f ür  4 8  St u n d e n b ei  3 7 ° C  i n k u bi ert.  I n  di es er  

I n k u b ati o ns z eit w ur d e n di e i n d e n  Ü b erst ä n d e n e nt h alt e n e n  Pr ot ei n e n, di e e nt w e d er als 

K o m pl e x o d er ei n z el n v orl a g e n, d ur c h di e B a/ F 3 - g p 1 3 0-Z ell e n a uf g e n o m m e n. N a c h d er 

I n k u b ati o ns zeit  w ur d e  d i e  Pr olif er ati o n d er  Z ell e n  n a c h  Z u g a b e  v o n  C ell  Tit er  Bl u e  

( C T B) mitt els  Te c a n  I nfi nit e  M 2 0 0  P R O  R e a d er  g e m ess e n.  I ns g es a mt  w ur d e n  vi er  

M ess u n g e n d ur c h g ef ü hrt.  Di e  erst e  M ess u n g  w ur d e  s of ort  n a c h  Z u g a b e  d es  C T B  

d ur c h g ef ü hrt , di e f ol g e n d e n dr ei  M ess u n g e n w ur d e n mit  j e w eils 2 0  Mi n ut e n A bst a n d 

d ur c h g ef ü hrt . I n d e n 2 0 Mi n ut e n w ur d e n di e B a/ F 3 - g p 1 3 0-Z ell e n b ei 3 7 ° C i n k u bi ert. Di e 

Pr olif er ati o n  d er v ers c hi e d e n e n B a/ F 3 - g p 1 3 0-Z ell e n w ur d e i n R el ati v e Li g ht U nits  ( R L U) 

g e m ess e n.  I n  d er  N e g ati v k o ntr oll e  ( B a/ F 3 - g p 1 3 0-Z ell e n  o h n e  Z us at z)  k o n nt e  k ei n e 

Pr olif er ati o n  d et e kti ert w er d e n  ( 1 4 6 4, 3 3 R L U , si e h e A b b. 4. 6. 1 u n d Ta b ell e 4. 6. 1). Di e 

st är kst e  Pr olif er ati o n   ( 5 7 2 6, 6 7 R L U)  k o n nt e  i n  d er  P os iti v k o ntr oll e  (r e k o m bi n a nt es  
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HI L - 6, si e h e A b b. 4. 6. 1 u n d Ta b ell e  4. 6. 1) d et e kti ert w er d e n. A u c h i n d e m m uti ert e n 

HI L -6 k o n nt e ei n e Pr olif er ati o n  d et e kti ert w er d e n, di e d e utli c h ü b er d er N e g ati v k o ntr oll e 

l a g ( 5 06 5 R L U , si e h e A b b. 4. 6. 1 u n d Ta b ell e 4. 6. 1). I n d e n C o-Tr a nsf e kti o n e n, di e mit 

d e m m uti ert e m sI L - 6 R c ys d ur c h g ef ü hrt w ur d e n, k o n nt e di e st är kst e Pr olif er ati o n  i n d e n 

C o -Tr a nsf e kti o n e n  d et e kti ert  w er d e n,  di e  mit  d e m  m uti ert e m sI L-6 R  d ur c h g ef ü hrt  

w ur d e n , d er a us d er P C R st a m mt e (si e h e A b b. 4. 6. 1 u n d Ta b ell e 4. 6. 1). A u c h i n d e n 

C o -Tr a nsf e kti o n e n d er w eit er e n m uti ert e n  sI L-6 R  c ys F or m e n k o n nt e ei n e Pr olif er ati o n 

d et e kti ert  w er d e n,  di e  ü b er  d er  N e g ati v k o ntr oll e  l a g.  N ur  d as  Wa c hst u m  d er  

C o - Tr a nsf e kti o n m uti ert er sI L - 6 R c ys  ( 42 A mi n o s ä ur e n  Üb er h a n g) + I L - 6-G F P Wil dt y p 

l a g k n a p p u nt er d er N e g ati v k o ntr oll e ( et w a 1 2 1 1, 6 7 R L U , si e h e Ta b ell e 4. 6. 1 ).  

D i e  Er g e b niss e  di es er  Pr olif er ati o ns ass a ys s ollt e n  d arl e g e n,  o b  di e  ei n g e br a c ht e n  

C yst ei n e u n d di e d ar a uff ol g e n d e K o m pl e x bil d u n g ü b er Dis ulfi d br ü c k e n bil d u n g Ei nfl uss 

a uf  di e  bi ol o gis c h e  A kti vit ät  d er  m uti ert e n  Pr ot ei n e  h a b e n.  D a,  bis  a uf  di e 

C o - Tr a nsf e kti o n m uti ert er sI L - 6 R c ys ( 42 B as e n p a ar e Ü b er h a n g) + I L - 6-G F P Wil dt y p  

(si e h e A b b. 4. 6. 1 u n d Ta b ell e 4. 6. 1), ei ne Pr olif er ati o n  o b er h al b d er N e g ati v k o ntr oll e z u 

d et e k ti er e n w ar, ist a n z u n e h m e n, d ass s o w o hl di e M o difi k ati o n d ur c h  C yst ei n e, als a u c h 

di e K o m pl e x bil d u n g di e bi ol o gis c h e A kti vit ät ni c ht b e ei ntr ä c hti g t e n. A u ß er d e m z ei gt e n 

si c h  U nt ers c hi e d e  z wis c h e n  d e n  v ers c hi e d e n e n  F or m e n  d es  m uti ert e n  sI L -6 R.  Z w ar  

k o n nt e n all e dr ei F or m e n d es m uti ert e n sI L -6 R i m z u v or d ur c h g ef ü hrt e n W est er n Bl ot 

d et e kti ert w er d e n  (si e h e A bs c h nitt 4. 5 Tr a nsf e kti o n v o n C O S - 7- u n d H E K - 2 9 3-Z ell e n mit 

m uti ert e n  u n d  Wil dt y p -Pl as mi d e n  z ur  Ü b er pr üf u n g  d er  E x pr essi o n) .  I m  

Pr olif er ati o ns ass a y  z ei gt e n di e C o -Tr a nsf e kti o n e n, di e mit d e m m uti ert e n sI L -6 R a us d er 

P C R d ur c h g ef ü hrt w ur d e n, d as gr ö ßt e Wa c hst u m i m Ver gl ei c h z ur N e g ati v k o ntr oll e. Di es 

ist m ö gli c h er w eis e d ar a uf z ur ü c k z uf ü hr e n, d ass di e m uti ert e n sI L- 6 R c ys F or m e n  a us d e r 

B a m H І- S p alt u n g u nt ers c hi e dli c h e M e n g e n a n A mi n os ä ur e n Ü b er h a n g b esit z e n, w el c h e 

di e A k ti vi er u n g i n di e B a/ F 3- g p 1 3 0-Z ell e n b e ei ntr ä c hti g e n k ö n nt e n. I m R a h m e n di es er 

E x p eri m e nt e k o n nt e  s o mit  ei n ers eits  mitt els  West er n Bl ot  D et e kti o n  n a c h g e wi es e n  

w er d e n , d ass di e m uti ert e n  F or m e n d es sI L -6 R u n d d es I L - 6 G F P d ur c h C o - Tr a nsf e kti o n 

K o m pl e x e bil d e n k ö n n e n  (si e h e A bs c h nitt 4. 5 Tr a nsf e kti o n v o n C O S - 7- u n d H E K - 2 9 3-

Z ell e n mit m uti ert e n u n d Wil dt y p -Pl as mi d e n z ur Ü b er pr üf u n g d er E x pr essi o n ). Weit er hi n 

w ur d e  i n  Pr olif er ati o ns ass a ys  n a c h g e wi es e n,  d ass  di e  bi ol o gis c h e  A kti vit ät  di es er  

K o m pl e x e tr ot z Ei n bri n g e n v o n C yst ei n e n u n d d e n e ntst e h e n d e n Dis ulfi d br ü c k e n ni c ht 

b e ei ntr ä c hti gt wir d  (si e h e A b b. 4. 6. 1).   
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A b b. 4. 6. 1 P r o lif e r ati o ns a ss a y i n B a/ F 3-g p 1 3 0 -Z ell e n z u r K o nt r oll e d e r bi ol o gis c h e n A kti vit ät d e r 

m uti e rt e n  Z yt o ki n e.  Es  w ur d e n  3 Ü b erst ä n d e/ Z yt o ki n e  f ür  di es e n  Pr olif er ati o ns ass a y  v er w e n d et.  Di e  

Pr olif er ati o n  (i n bl a u e n B alk e n m ar ki ert)  wur d e i n R L U ( y -A c h s e) g e m ess e n, z u d e m gi bt d as Di a gr a m m 

di e  St a n d ar d a b w ei c h u n g  wi e d er  (i n  r ot e n  B alk e n  m ar ki ert) . Di e  ni e dri g st e  Pr olif er ati o n  k o n n t e  i n  d er  

N e g ati v k o ntr oll e d et e kti ert w er d e n. Di e st är kst e Pr olif er ati o n k o n nt e i n d e n A ns ät z e n: m uti ert es HI L - 6c ys , 

HI L - 6c ys  Wil dt y p u n d r e k o m bi n a nt es HI L - 6c ys  d et e kti ert w er d e n  (si e h e Ta b ell e 4. 6. 1).  

 

Ü b e rst ä n d e/ Z yt o ki n e  R L U i n B a/ F 3 -g p 1 3 0 -Z ell e n  

( St a n d a r d a b w ei c h u n g) 

K o ntr oll e  1 4 6 4, 3 3 3 3 3 3  (1 2 3, 8 3 9 9 5 0 5 9)  

m uti ert es HI L -6 c y s  5 0 6 5  (2 0 7, 9 6 3 9 3 9 2 ) 

HI L -6 c y s  Wil dt y p  4 5 8 0, 3 3 3 3 3 3  (1 4 3, 7 7 4 1 2 8 4 )

r e k o m bi n a nt e s HI L-6 c y s  5 7 2 6, 6 6 6 6 6 7  (7 8, 6 1 5 0 9 6 0 9 )

T a b ell e 4. 6. 1 R L U i n P r olif e r ati o ns a ss a y s mit B a/ F 3 -g p 1 3 0 -Z ell e n.  Di e Ta b ell e z ei gt di e d et e kti ert e 

Pr olif er ati o n  d er  K o ntr oll e  u n d  d er  Ü b erst ä n d e/ Z yt o ki n e  i n  R L U  a n.  Di e  a n g e g e b e n e n  Wert e  si n d  

Mitt el w ert e, z u d e m si n d di e St a n d ar d a b w ei c h u n g e n a n g e g e b e n.  
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A b b. 4. 6. 2 P r olif e r ati o ns a ss a y i n B a/ F 3 -g p 1 3 0 -Z ell e n z u r K o nt r oll e d e r bi ol o gis c h e n A kti vit ät d e r 

C o -Tr a ns ef e kti o n e n. Es w ur d e n 6 C o -Tr a nsf e kti o n e n  f ür di es e n Pr olif er ati o n s ass a y v er w e n d et. Di e 

Pr olif er ati o n (i n bl a u e n B al k e n m ar ki ert) w ur d e i n R L U ( y -A c h s e) g e m ess e n . Di e St a n d ar d a b w ei c h u n g 

wir d d ur c h di e r ot e n B al k e n m ar ki ert.  Di e ni e dri g st e Pr olif er ati o n k o n nt e i n d er C o -Tr a nsf e kti o n 2 (si e h e 

L e g e n d e) d et e kti ert w er d e n. Di e st är k st e Pr olif er ati o n k o n nt e i n d er C o -Tr a n sf e kti o n 6 (si e h e L e g e n d e) 

d et e kti ert w er d e n.  

L e g e n d e 1: m uti ert er sI L -6 R  c ys  ( 4 2 A S Ü b er h a n g) + m uti ert es I L- 6 c ys -G F P  

L e g e n d e 2:  m uti ert er sI L -6 R  c ys  ( 4 2 A S Ü b er h a n g) + I L- 6 c ys -G F P  Wil dt y p  

L e g e n d e 3:  m uti ert er sI L -6 R  c ys  ( 4 2 A S Ü b er h a n g) + m uti ert es I L- 6 c ys -G F P  

L e g e n d e 4:  m uti ert er sI L -6 R  c ys  (1 7  A S Ü b er h a n g) + I L- 6 c ys -G F P Wil dt y p  

L e g e n d e 5:  m uti ert er sI L -6 R  c ys  ( P C R) + m uti ert es I L- 6 c ys -G F P  

L e g e n d e 6:  m uti ert er sI L -6 R  c ys  ( P C R) + m uti ert es I L - 6 c ys -G F P Wil dt y p  

C o -Tr a nsf e kti o n e n  R L U i n B a/ F 3 -g p 1 3 0 -Z ell e n  

( St a n d a r d a b w ei c h u n g) 

m uti ert er sI L -6 R  c ys ( 4 2 A S Ü b er h a n g) + 

m uti ert es I L - 6 c ys -G F P  

1 7 9 1  ( 5 0, 1 3 5 3 7 2 3) 

m uti ert er sI L -6 R  c ys ( 4 2 A S Ü b er h a n g) + 

I L- 6 c ys -G F P Wil dt y p  

1 2 1 1, 6 6 6 6 7  ( 8 8, 9 9 8 1 2 7 3) 
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m uti ert er sI L -6 R  c ys ( 4 2 A S Ü b er h a n g) + 

m uti ert es I L - 6 c ys -G F P  

1 8 6 5, 3 3 3 3 3  ( 6 4, 5 3 4 2 2 8 6) 

m uti ert er sI L -6 R  c ys ( 1 7 A S Ü b er h a n g) + 

I L- 6 c ys -G F P Wil dt y p  

1 8 9 9  ( 6 3, 1 8 2 2 7 6) 

m uti ert er sI L -6 R  c ys ( P C R) + m uti ert es I L -6  

c ys -G F P  

2 3 7 1, 3 3 3 3 3  ( 3 8, 4 2 1 6 3 7 4) 

m uti ert er sI L -6 R  c ys ( P C R) + m uti ert es I L -6  

c ys -G F P Wil dt y p  

2 5 5 1, 3 3 3 3 3  ( 1 0 7, 8 5 4 8 4 1) 

 

T a b ell e 4. 6. 1 R L U i n P r olif e r ati o ns a ss a y s mit B a/ F 3 -g p 1 3 0 -Z ell e n.  Di e Ta b ell e z ei gt di e d et e kti ert e 

Pr olif er ati o n d er C o -Tr a n sf e kti o n e n i n R L U a n. Di e a n g e g e b e n e n Wert e si n d Mitt el w ert e, z u d e m si n d di e 

St a n d ar d a b w ei c h u n g e n a n g e g e b e n.  

 

 

 

 

4. 7 F u n kti o n s w ei s e d e s I L -6/ sI L -6 R  K o m pl e x E LI S A s 

I m R a h m e n  d es  z w eit e n  Pr oj e kt es  s oll t e d er  I L -6/sI L - 6 R K o m pl e x  E LI S A a uf  s ei n e  

S p e zifit ät  d e n I L -6/sI L -6 R  K o m pl e x z u d et e kti er e n u nt ers u c ht w er d e n.  Bis h er g e n ut zt e 

E LI S A k ö n n e n e nt w e d er I L- 6 o d er d e n sI L- 6 R d et e kti er e n.  

 

      A b b. 4. 7 . 1 I L-6/sI L -6 R K o m pl e x E LI S A .  
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D e r i n di es er Ar b eit g en ut zt e E LI S A k a n n d ur c h Ei ns et z e n z w ei er v ers c hi e d e n er  C a pt ur e 

u n d D et e cti o n  A nti k ör p er d e n I L-6/sI L -6 R K o m pl e x d et e kti er e n  (si e h e A b b. 4. 7. 1, si e h e 

A bs c h nitt 3. 2. 3  E n z y m e - Li n k e d-I m m u ns or b e nt-Ass a y ( E LI S A): I L -6/sI L -6 R K o m pl e x 

E LI S A ). U m di es e  F u n kti o ns w eis e z u s p e zifi zi er e n , w ur d e d er E LI S A i n v ers c hi e d e n e n 

U nt ers u c h u n gsr ei h e n g e n ut zt  (si e h e  A bs c h nitt  4. 8  –  4. 1 0). 

4. 8 D ur c hf ü hr u n g d e s  I L-6/ sI L -6 R K o m pl e x  ELI S A s mit I L -6, 

d e m sI L -6 R u n d HI L - 6 

I m R a h m e n d er erst e n U nt ers u c h u n gsr ei h e w ur d e g e pr üft, o b  d er I L-6/sI L -6 R K o m pl e x 

E LI S A j e w eils I L -6, d e n sI L -6 R u n d HI L -6 d et e kti er e n k a n n.  F ür di es e n Vers u c h w ur d e 

d er α -I L-6 A nti k ör p er  ( C a pt ur e A nti k ör p er) i n  di e  9 6  Well  Mi kr otit er pl att e  pi p etti ert . 

U n g e b u n d e n e A nt eil e  d es  C a pt ur e  A nti k ör p ers  w ur d e n  i n  m e hr er e n  Was c hs c hritt e n  

e ntf er nt u n d fr ei e Bi n d u n gsst ell e n d ur c h ei n e n Bl o c ki n g P uff er g es ätti gt. I m A ns c hl uss 

w ur d e di e Mi kr otit er pl att e er n e ut m e hr m als g e w as c h e n. A uf di e Mi kr otit er pl att e w ur d e n 

di e Z yt o ki n e  I L-6, d er sI L -6 R u n d HI L -6 j e w eils i n v ers c h i e d e n e n K o n z e ntr ati o nsr ei h e n 

a uf g etr a g e n. Als  D et e cti o n  A nti k ör p er  w ur d e  d er  B af 2 2 7   A nti k ör p er,  ei n  I L- 6R 

A nti k ör p er, a uf g etr a g e n .  Di e  Mi kr otit er pl att e  w ur d e  ü b er  N a c ht  b ei  R a u mt e m p er at ur  

i n k u bi ert. 

A l s er st es S u bstr at w ur d e d as Z yt o ki n I L-6 a uf d e n E LI S A g e g e b e n.  I L-6 bi n d et a n d e n 

C a pt ur e A nti k ör p er, d a di es er g e g e n I L -6 g eri c ht et ist. D ar a uf hi n e ntst e ht ei n K o m pl e x 

a u s d e m α -I L-6 A nti k ör p er u n d d e m d ar a n g e b u n d e n e n I L -6.  Di es er K o m pl e x b ei n h alt et 

n o c h fr ei e  Bi n d u n gsst ell e n  a m I L- 6. Als D et e cti o n  A nti k ör p er  wir d  d er  B af 2 2 7  

A nti k ör p er  v er w e n d et ,  d er g e g e n  d e n  I L -6 R  g eri c ht et  ist  u n d  s o mit  di e  n o c h  fr ei e n  

Bi n d u n gsst ell e n d es I L -6 ni c ht b es et z e n k a n n. D a d er B af 2 2 7 A nti k ör p er ni c ht bi n d et, 

wir d  er  i n  d e n  f ol g e n d e n  Was c hs c hritt e n  e ntf er nt.  I nf ol g e d ess e n bi n d et  a u c h  d as 

A b b.  4. 7 . 1  I L- 6/sI L-6 R  K o m pl e x  E LI S A . D er  v er w e n d et e  I L -6/sI L -6 R  K o m pl e x  E LI S A  n ut zt  als  

C a pt ur e  A nti k ör p er ei n e n α -I L-6 A nti k ör p er, a n w el c h e n d as I L -6, a us d e m I L -6/sI L -6 R K o m pl e x bi n d e n 

k a n n. Als D et e cti o n A nti k ör p er wir d d er a nti -I L-6 R A nti k ör p er B af 2 2 7 v er w e n d et, a n w el c h e n d er sI L -6 R 

bi n d e n k a n n. S o mit k a n n n ur d er K o m pl e x a u s I L -6 u n d sI L -6 R d et e kti ert w er d e n, j e d o c h w e d er I L -6 

n o c h d er sI L -6 R ei n z el n.  B e griffs erl ä ut er u n g: N u m m eri er u n g 1 - 3= D o m ä n e n 1 - 3 
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bi oti n yli ert e  Str e pt a vi di n -P O D  ni c ht,  w el c h es  wi e d er u m  d as  i m  n ä c hst e n  S c hritt  

hi n z u g e g e b e n e P O D -S u bstr at  bi n d e n  k a n n.  Di es e  Bi n d u n g  w ür d e  z u m  F ar b u ms c hl a g  

f ü hr e n, w el c h er i n d er Ei n h eit R el ati v e Li g ht U nits  ( R L U) g e m ess e n wir d (si e h e A bs c h nitt 

3. 2. 3  E n z y m e- Li n k e d-I m m u ns or b e nt- Ass a y  ( E LI S A):  I L -6/sI L -6 R K o m pl e x  E LI S A ). 

D a h er k o n nt e n k ei n e a uss a g e kr äfti g e n  R L Us mitt els  Te c a n I nfi nit e M 2 0 0 P R O R e a d er  

d et e kti ert  w er d e n  (si e h e  A b b.  4. 8. 1  u n d Ta b ell e  4. 8. 1 ). I m  z w eit e n  d ur c h g ef ü hrt e n  

I L-6/sI L -6 R K o m pl e x E LI S A  w ur d e a n al ysi ert, o b d as Z yt o ki n  sI L- 6 R d et e kti ert w er d e n 

k o n nt e . Di e fr ei e n Bi n d u n gsst ell e n d es sI L -6 R k o n nt e n ni c ht a n d e n C a pt ur e A nti k ör p er 

( α-I L- 6) a nl a g er n   u n d  w ur d e n d a h er i n  d e n  ei n z el n e n  Was c hs c hritt e n v o n  d er  

Mi kr otit er pl att e  e ntf er nt.  I n d e n w eit er e n S c hritt e n w ur d e n a u c h di e d ar a uff ol g e n d e n a uf 

di e  Mi kr otit er p l att e g e g e b e n e n  S u bstr at e  ( d er  D et e cti o n A n ti k ör p er,  d as  bi oti n yli ert e  

Str e pt a vi di n- P O D,  d as  P O D - S u bstr at)  i n  d e n  Was c hs c hritt e n  e ntf er nt,  s o d ass  k ei n e 

a uss g e kr äfti g e n  R L Us  mitt els  Te c a n  I nfi nit e  M 2 0 0  P R O  R e a d er  d et e kti ert  w er d e n  

k o n nt e n (si e h e A b b. 4. 8. 2 u n d Ta b ell e 4. 8. 1). 
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A b b. 4. 8. 1 I L-6/s I L-6 R K o m pl e x E LI S A mit I L - 6. A uf d er x-A c h s e k a n n di e K o n z e ntr ati o n  i n p g/ ml, i n 

d er I L -6 a uf di e Mi kr otit er pl att e pi p etti ert w ur d e, a uf d er y -A c h s e, k ö n n e n di e M ess w ert e i n R L U a b g el es e n  

w er d e n. Es k o n nt e n k ei n e M ess w ert e ü b er 0, 2 R L U d et e kti ert w er d e n. Di e Ver bi n d u n gsli ni e z ei gt k ei n e n 

A n sti e g.  

A b b. 4. 8. 2 I L-6/s I L-6 R K o m pl e x E LI S A mit sI L -6 R. A uf d er x -A c h s e k a n n di e K o n z e ntr ati o n  i n p g/ ml, 

i n d er sI L- 6 R a uf di e Mi kr otit er pl att e pi p etti ert w ur d e, a uf d er y -A c hs e,  k ö n n e n di e M ess w ert e i n R L U 

a b g el es e n w er d e n. Es k o n nt e n k ei n e M ess w ert e ü b er 0, 2 5 R L U d et e kti ert w er d e n. Di e Ver bi n d u n g sli ni e 

z ei gt k ei n e n A n sti e g.   

A b b. 4. 8. 3  I L- 6/sI L-6 R K o m pl e x E LI S A mit HI L - 6. A uf d er x -A c h s e k a n n di e K o n z e ntr ati o n  i n p g/ ml, 

i n d er HI L- 6 a uf di e Mi kr otit er pl att e pi p etti ert w ur d e, a uf d er y -A c hs e, k ö n n e n di e M ess w ert e i n R L U 

 

A b b. 4. 8. 1 I L -6/s I L-6 R K o m pl e x E LI S A             A b b. 4. 8. 2 I L -6/s I L-6 R K o m pl e x E LI S A                                                                                                   

mit I L - 6                                                                        mit sI L -6 R  

                                                                                   

 

   A b b. 4. 8. 3 I L - 6/sI L-6 R K o m pl e x E LI S A  

        mit HI L - 6 

                                                                          

 

 

 

 

       

 

0

0, 1

0, 2

0, 3

0, 4

0, 5

0, 6

0, 7

0 5 0 0 1 0 0 0 1 5 0 0 2 0 0 0 2 5 0 0

RL
U

I L-6 K o n z e nt r ati o n i n p g / ml

I L-6

0

0, 1

0, 2

0, 3

0, 4

0, 5

0, 6

0, 7

0 5 0 0 1 0 0 0 1 5 0 0 2 0 0 0 2 5 0 0

RL
U

sI L -6 R K o n z e nt r ati o n i n p g / ml

sI L -6 R

0

0, 1

0, 2

0, 3

0, 4

0, 5

0, 6

0, 7

0 5 0 0 1 0 0 0 1 5 0 0 2 0 0 0 2 5 0 0

RL
U

HI L -6 K o n z e nt r ati o n i n p g / ml

HI L -6
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a b g el es e n w er d e n. Es k o n nt e n M ess w ert e z wis c h e n 0, 0 8 – 0, 5 6 R L U d et e kti ert w er d e n, d a h er z ei gt di e  

Ver bi n d u n gsli ni e ei n e n  A n sti e g.       

 T a b ell e 4. 8. 1  R o h w e rt e d e r  M ess w e rt e d es I L - 6/sI L-6 R K o m pl e x E LI S A s i n R L U f ü r I L -6, sI L -6 R 

u n d HI L -6   

R o h w e rt e d es I L -6 E LI S A    R o h w e rt e d es sI L -6 R E LI S A    R o h w e rt e d es HI L - 6 

0, 0 6 7 7  0, 0 7 2 4  0, 0 6 9  0, 0 7 1  0, 5 2 9 3 9 9 9 9  0, 5 9 9 3 0 0 0 3  

0, 0 6 6 6  0, 0 7 4  0, 0 7 6 9  0, 0 7 3 5  0, 3 4 5 4 9 9 9 9  0, 3 6 2 6 9 9 9 9  

0, 0 6 7 9  0, 0 9 4 4  0, 0 8 2  0, 0 7 0 3  0, 2 9 4 8 0 0 0 1  0, 2 9 9 6 0 0 0 1  

0, 0 7 1 1  0, 3 3 0 9 0 0 0 1  0, 1 6 1 1  0, 0 7 4 9  0, 3 6 6 8 0 0 0 1  0, 4 3 7 4 0 0 0 1  

0, 1 2 5 2  0, 1 5 9 2  0, 2 4 5 8  0, 2 5 3 6 9 9 9 9  0, 3 3 4 3 0 0 0 1  0, 3 1 6 8  

0, 1 7 7 3 9 9 9 9  0, 0 9 2 4  0, 2 1 1 7 9 9 9 9  0, 1 6 6 6  0, 1 9 3  0, 1 5 3 2  

0, 0 9 1 8  0, 0 7 6  0, 0 7 9 3  0, 0 9 6 4  0, 0 9 4 4  0, 0 8 1 5  

0, 0 7 7 7  0, 0 9 0 2  0, 0 8 5 5  0, 0 7 3 9  0, 0 8 1 3  0, 0 8 3 3  

T a b ell e 4. 8. 2 M ess w e rt e d es I L - 6/sI L-6 R K o m pl e x E LI S A s i n R L U f ü r I L - 6, sI L-6 R u n d HI L - 6 

K o n z e nt r ati o n v o n  

I L-6/sI L -6 R/ HI L -6 i n  

p g/ ml  

R L U d e s I L -6 

( Mitt el w e rt e) 

R L U d e s sI L -6 R  

( Mitt el w e rt e) 

R L U  d es H I L -6  

( Mitt el w e rt e) 

2 0 0 0  0, 0 7 0 0 5  0, 0 7  0, 5 6 4 3 5 0 0 1  

1 0 0 0  0, 0 7 0 3  0, 0 7 5 2  0, 3 5 4 0 9 9 9 9  

5 0 0  0, 8 1 1 5  0, 0 7 6 1 5  0, 2 9 7 2 0 0 0 1  

2 5 0  0, 2 0 1 0 0 0 0 1  0, 1 1 8  0, 4 0 2 1 0 0 0 1  

1 2 5  0, 1 4 2 2  0, 2 4 9 7 5  0, 3 2 5 5 5  

6 2, 5  0, 1 3 4 9  0, 1 8 9 2  0, 1 7 3 1  

3 1, 2 5  0, 0 8 3 9  0, 0 8 7 8 5  0, 0 8 7 9 5  

1 5, 6 2 5  0, 0 8 3 9 5  0, 0 7 9 7  0, 0 8 2 3  

Als  dritt e  Pr o b e  w ur d e  HI L- 6 mit Hilf e d es I L -6/sI L -6 R K o m pl e x  E LI S A s d et e kti ert . 

H I L-6 ist ei n D esi g n er  Z yt o ki n, d as a us I L -6 u n d d e m sI L- 6 R b est e ht. D er I L - 6 A nt eil 

d es HI L -6 bi n d et  a n d e n α -I L-6 C a pt ur e A nti k ör p er. D er sI L-6 R A nt ei l d es HI L -6 b esit zt  
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fr ei e  Bi n d u n gsst ell e n.  A n  di es e  fr ei e n  Bi n d u n gsst ell e n  bi n d et  d er  B af 2 2 7  D et e cti o n  

A nti k ör p er.  D a d ur c h f or mt e si c h ei n K o m pl e x a us d e m α -I L-6 A nti k ör p er, HI L -6 u n d 

d e m B af 2 2 7  A nti k ör p er.  Di es er  K o m pl e x  k o n nt e i m  F ol g e n d e n  d as  bi oti n yli ert e  

Str e pt a vi di n -P O D  bi n d e n,  w el c h es  wi e d er u m  d as  hi n z u g ef ü gt e  P O D -S u bstr at  bi n d et , 

w o d ur c h  es  z u m  F ar b u ms c hl a g  k o m mt.  D a d ur c h  k o n nt e n si g nifi k a nt e  M e n g e n  d e s  

I L-6/sI L - 6 R K o m pl e x  mit Hilf e d es  Te c a n I nfi nit e M 2 0 0 P R O R e a d er  d et e kti ert w er d e n 

(si e h e A b b. 4. 8. 3 u n d Ta b ell e  4. 8. 1). 

D ur c h  di es e Er g e b niss e w ur d e di e S p e zifit ät d es I L-6/sI L -6 R K o m pl e x E LI S A s i n vitr o 

b est äti gt . Di e M ess w ert e ( R o h w ert e si e h e Ta b ell e 4. 8. 1, Mitt el w ert e si e h e Ta be ll e 4. 8.2, 

si e h e A b b. 4. 8. 1  - 4. 8. 3) b el e g e n , d ass w e d er I L- 6 n o c h d er sI L -6 R ei n z el n v orli e g e n d  

d et e kti ert  w er d e n  k ö n n e n.  Wir d  a uss c hli e ßli c h  d as  Z yt o ki n  I L-6  a uf  d e n  I L-6/sI L -6 R 

K o m pl e x E LI S A g e g e b e n, bi n d et di es es z w ar a n d e n α -I L-6 A nti k ör p er , i m F ol g e n d e n 

k a n n j e d o c h d er B af 2 2 7 A nti k ör p er ni c ht a n d as I L - 6 bi n de n.  Wir d d er sI L -6 R a uf d e n 

I L-6/sI L -6 R  K o m pl e x  E LI S A  g e g e b e n,  k a n n  di es er  ni c ht  a n  d e n  α -I L- 6  A nti k ör p er 

bi n d e n  u n d  wir d  i m  n ä c hst e n  Was c hs c hritt  v o n  d er  Mi kr otit er p l att e  e ntf er nt. 

A uss c hli e ßli c h  d er K o m pl e x a us I L -6 u n d d e m sI L - 6 R ( d as D esi g n er  Z yt o ki n HI L- 6), 

k a n n d ur c h d e n I L-6/sI L - 6 R K o m pl e x E LI S A d et e kti ert w er d e n .  

 

4. 9 I L-6/ sI L -6 R K o m pl e x E LI S A mit I L - 6/K o n z e ntr ati o n e n v o n 

sI L -6 R       

I n d er z w eit e n U nt ers u c h u n gsr ei h e w ur d e, n a c h d e m i n d er erst e n U nt ers u c h u n gsr ei h e  

(si e h e A bs c h nitt 4. 8 D ur c hf ü hr u n g d es  I L -6/sI L -6 R K o m pl e x  E LI S As  mit  I L -6,  d e m  

sI L-6 R u n d HI L - 6) di e S p e zifit ät d es I L-6/sI L -6 R K o m pl e x E LI S A s b est äti gt w ur d e , 

w ur d e d er E LI S A ei n g e h e n d er g et est et . I m Z u g e di es er U nt ers u c h u n gsr ei h e w ur d e als 

St a n d ar d HI L - 6 (si e h e A b b. 4. 9. 1 u n d Ta b ell e 4. 9. 1 ) v er w e n d et. Als Pr o b e n  w ur d e n z w ei 

K o n z e nt r ati o nsr ei h en d es Z yt o ki ns  I L-6 mit  Z u g a b e v o n  j e 1 0 n g/ ml sI L-6 R u n d 5 0 n g/ ml 

sI L-6 R  v er w e n d et  (si e h e  Ta b ell e   4. 9. 2). Wi e  i n  d er  erst e n  U nt ers u c h u n gsr ei h e  (si e h e  

o b e n) w ur d e di e 9 6 Well Mi kr otit er pl att e mit d e m C a pt ur e A nti k ör p er ( α-I L-6) g e c o at et  

(si e h e  A bs c h nitt  3. 2. 3  E n z y m e-Li n k e d -I m m u ns or b e nt-Ass a y  ( E LI S A):  I L -6/sI L -6 R 

K o m pl e x E LI S A ). Di e Mi kr otit er pl att e w ur d e ü b er N a c ht b ei R a u mt e m p er at ur i n k u bi ert. 

A ns c hli e ß e n d f ol gt e n m e hr er e Was c hs c hritt e u n d di e  S ätti g u n g fr ei er Bi n d u n gsst ell e n d es 

C a pt ur e A nti k ör p ers d ur c h Bl o c ki n g P uff er. Es f ol gt e d as A uftr a g e n d er Pr o b e n ( HI L -6 

u n d I L -6 + sI L - 6 R). A n d e n C a pt ur e A nti k ör p er  l a g ert e n si c h di e fr ei e n Bi n d u n gsst ell e n 
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d e s HI L -6 ( St a n d ar d)  u n d d es  I L-6 a n.  N a c h d e m u n g e b u n d e n e A nt eil e d es HI L -6 u n d d es 

I L-6  d ur c h  m e hr m ali g es  Was c h e n  e ntf er nt  w ur d e n,  w ur d e  d er  D et e cti o n  A nti k ör p er  

( B af 2 2 7) a uf g etr a g e n. D er B af 2 2 7 A nti k ör p er l a g ert e si c h s o w o hl a n d as HI L- 6 als a u c h 

a n  d e n  sI L -6 R  a n.  U n g e b u n d e n e  A nt eil e  d es  A nti k ör p ers  w ur d e n  d ur c h  m e hr er e  

Was c hs c hritt e  e ntf er nt.  N a c h  Z u g a b e  d es   bi oti n yli ert e n  Str e pt a vi di n-P O D  u n d  d es  

P O D -S u bstr at es , w ur d e di e erf ol gt e di e M ess u n g mit Hilf e d es  Te c a n I nfi nit e M 2 0 0 P R O 

R e a d er  i n R L U g e m ess e n ( R o h w ert e si e h e Ta b ell e 4. 9. 1, Mitt el w ert e si e h e Ta b ell e 4. 9. 2,     

si e h e A b b. 4. 9. 1 – 4. 9. 3).  Wi e i n d er erst e n U nt ers u c h u n gsr ei h e z ei gt e si c h, d ass HI L -6 

er n e ut d et e kti ert w er d e n k o n nt e. A u ß er d e m k o n nt e n s o w o hl di e K o m pl e x e a us I L -6 + 1 0 

n g/ ml sI L - 6 R u n d I L- 6 + 5 0 n g/ ml sI L-6 R d et e kti ert w er d e n.     

A b b. 4. 9. 1  I L- 6/sI L-6 R K o m pl e x E LI S A mit HI L - 6. A uf d er x -A c h s e k ö n n e n di e M ess w ert e i n R L U, 

a uf d er y -A c hs e k a n n  di e  pi p etti ert e K o n z e ntr ati o n d es HI L -6 i n p g/ ml  a b g el es e n w er d e n. Es  k o n nt e n 

M ess w ert e z wis c h e n 0, 1 5 – 1, 6 8  R L U d et e kti ert w er d e n.  

A b b.  4. 9. 2  I L- 6/sI L- 6 R  K o m pl e x  E LI S A mit  I L -6  +  1 0  n g/ ml  sI L -6 R . A uf  d er  x -A c h s e  k a n n  di e  

pi p etti ert e  I L-6 K o n z e ntr ati o n i n p g/ ml, a uf d er y -A c h s e k ö n n e n di e M ess w ert e i n R L U g e m ess e n w er d e n. 

A b b. 4. 9. 1  I L-6/s I L-6 R K o m pl e x E LI S A mit     A b b. 4. 9. 2 I L- 6/sI L- 6 R K o m pl e x E LI S A  

HI L- 6         mit I L -6 + 1 0 n g/ ml sI L -6 R  

A b b 4. 9. 3 I L-6/s I L-6 R K o m pl e x E LI S A  

  mit I L -6 + 5 0 n g/ ml sI L -6 R  

- 5 0 0

0

5 0 0

1 0 0 0

1 5 0 0

2 0 0 0

2 5 0 0

0 0, 5 1 1, 5 2HI
L

-6
 K

o
nz

e
nt

r
at
i
o
n 
i
n 

pg
/

ml

R L U

HI L -6

0

5 0

1 0 0

1 5 0

2 0 0

2 5 0

3 0 0

3 5 0

4 0 0

0 2 0 4 0 6 0 8 0 1 0 0 1 2 0RL
U 

na
c
h 

Z
ug

a
b
e 

 v
o
n 

1
0 

ng
/

ml 
s I

L
-6

R

I L-6 K o n z e nt r ati o n i n n g / ml

sI L -6 R 1 0 n g / ml

0

2 0 0

4 0 0

6 0 0

8 0 0

1 0 0 0

1 2 0 0

0 2 0 4 0 6 0 8 0 1 0 0 1 2 0

RL
U 

na
c
h 

Z
ug

a
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 v
o
n 

5
0 

ng
/

ml 
sI

L
-6

R

I L-6 K o n z e nt r ati o n i n n g / ml

sI L -6 R 5 0 n g / ml
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I n  di e  I L-6  K o n z e ntr ati o n sr ei h e  w ur d e n  j e w eils  1 0  n g/ ml  sI L -6 R  hi n ei n pi p etti ert.  D er  ni e dri g st e  Wert  

(6 3, 1 5 R L U) k o n nt e b ei 1 n g/ ml I L -6 + 1 0 n g/ ml sI L -6 R d et e kti ert w er d e n. D er h ö c hst e Wert ( 3 3 5, 7 9 R L U) 

k o n nt e b ei 5 0 n g/ ml I L -6 + 1 0 n g/ ml sI L -6 R d et e kti ert w er d e n.  

A b b.  4. 9. 3  I L- 6 /sIL- 6 R  K o m pl e x  E LI S A mit  I L -6  +  5 0  n g/ ml  sI L -6 R . A uf  d er  x -A c h s e  k a n n  di e  

pi p etti ert e I L-6 K o n z e ntr ati o n i n p g/ ml, a uf d er y -A c h s e k ö n n e n di e M ess w ert e i n R L U g e m ess e n w er d e n. 

I n  di e  I L-6  K o n z e ntr ati o n sr ei h e  w ur d e n  j e w eils  5 0  n g/ ml  sI L -6 R  hi n ei n pi p et ti ert.  D er  ni e dri g st e  Wert  

( 3 8 4, 9 8 R L U) k o n nt e b ei 1 n g/ ml I L -6 + 5 0 n g/ ml sI L -6 R d et e kti e rt w er d e n. D er h ö c h st e Wert ( 1 0 1 5, 6 7 

R L U) k o n nt e b ei 5 0 n g/ ml I L -6 + 5 0 n g/ ml sI L -6 R d et e kti ert w er d e n.   

T a b ell e 4. 9. 1  R o h w e rt e d e r  M ess w e rt e d es I L - 6/sI L-6 R K o m pl e x E LI S As  i n RL U f ü r HI L- 6, 

I L- 6 + 1 0 n g/ ml sI L -6 R u n d I L -6 + 5 0 n g/ ml sI L -6 R  

R o h w e rt e d es HI L -6   R o h w e rt e I L- 6 +    R o h w e rt e I L-6 +  

  1 0 n g/ ml sI L -6 R      5 0 n g/ ml sI L -6 R  

1, 6 3 4 0 9 9 9 6  1, 7 1 6 4 0 0 0 3  0, 3 7 7 9  0, 3 9 7 6  0, 8 5 9 3 0 0 0 2  0, 9 5 3 4 9 9 9 7  

1, 1 5 1 7 0 0 0 2  1, 2 3 2 9 0 0 0 2  0, 4 8 9 3 0 0 0 1  0, 4 5 0 1  1, 0 7 1 4 9 9 9 4  0, 9 9 0 1 0 0 0 3  

0, 7 0 8 8 9 9 9 7  0, 7 2 3 2 0 0 0 2  0, 3 8 4 5  0, 4 0 3 8 0 0 0 1  0, 8 4 3 2 0 0 0 3  0, 7 5 1 9 0 0 0 2  

0, 4 5 2 1 0 0 0 1  0, 4 5 3 9 0 0 0 1  0, 3 6 9 3 0 0 0 1  0, 3 6 7 1  0, 8 5 6 7  0, 7 5 4 5 9 9 9 9  

0, 2 7 2 0 0 0 0 1  0, 2 9 4 0 9 9 9 9  0, 3 4 2 0 9 9 9 9  0, 3 3 4 6  0, 6 9 1 9 0 0 0 1  0, 6 6 6 1 0 0 0 3  

0, 1 7 8 8  0, 1 9 5 4  0, 2 3 2 7 0 0 0 1  0, 2 7 0 0 0 0 0 1  0, 5 4 4 4 9 9 9 9  0, 5 8 2 4 9 9 9 8  

0, 1 7 5  0, 1 7 6 4 9 9 9 9  0, 2 8 1 1  0, 2 7 2 3  0, 6 2 8 0 0 0 0 2  0, 5 7 9 5 0 0 0 2  

0, 1 3 9 5 9 9 9 9  0, 1 5 3 5 0 0 0 1  0, 2 4 6 7  0, 2 4 2 7  0, 5 1 2 3 0 0 0 1  0, 5 0 8 3 0 0 0 1  

 

 

K o n z e nt r ati o n v o n HI L -6 i n p g/ ml  R L U ( Mitt el w e rt e)  

2 0 0 0  1, 6 7 5 2 4 9 9 9 4  

1 0 0 0  1, 1 9 2 3 0 0 0 2 2  

5 0 0  0, 7 1 6 0 4 9 9 9 9  

2 5 0  0, 4 5 3 0 0 0 0 0 9  

1 2 5  0, 2 8 3 0 5 0 0 0 1  

6 2. 5  0, 1 8 7 1 0 0 0 0 1  

3 1, 2 5  0, 1 7 5 7 4 9 9 9 5  

1 5, 6 2 5  0, 1 4 6 5 5  

T a b ell e 4. 9. 2  M ess w e rt e d es I L -6/sI L -6 R K o m pl e x 

E LI S As  f ü r HI L- 6 
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T a b ell e 4. 9. 3 M ess w e rt e d es I L - 6/sI L-6 R K o m pl e x E LI S As f ü r I L -6 + 1 0 n g/ ml s I L -6 R u n d 

I L- 6 + 5 0 n g/ ml s I L -6 R  

K o n z e nt r ati o n v o n I L -6 

i n n g/ ml 

R L U ( Mitt el w e rt e) n a c h  

Z u g a b e v o n 1 0 n g/ ml sI L -6 R  

R L U ( Mitt el w e rt e) n a c h  

Z u g a b e v o n 5 0 n g/ ml sI L -6 R  

1 0 0  2 3 6, 4 8 6 6 7 4 7  8 6 4, 9 3 4 8 7 4  

5 0  3 3 5, 7 8 5 5 0 0 5  1 0 1 5, 6 7 0 3 4 2  

1 0  2 4 4, 2 4 1 5 5 9 6  7 3 3, 0 4 1 3 6 2 4  

8  2 1 2, 7 9 7 9 4 5  7 4 2, 8 5 6 0 9 9 9  

6  1 7 6, 6 2 8 6 9 2 6  5 8 9, 3 9 4 3 2 4 3  

4  7 1, 2 1 0 8 0 4 6 3  4 4 9, 4 4 2 9 3 4 4  

2  1 0 1, 9 2 7 3 9 6  4 9 8, 2 1 3 8 9 9 6  

1  6 3, 1 5 2 9 8 9 6 2  3 8 4, 9 8 0 5 2 2 7  

Di es e Er g e b ni ss e b e wi es e n  erst e ns, d ass d ur c h d e n I L -6/sI L -6 R K o m pl e x E LI S A ni c ht 

n ur d as D esi g n er  Zyt o ki n HI L -6 d et e kti ert w er d e n k a n n, s o n d er n a u c h di e r e k o m bi n a nt e n 

Pr ot ei n e I L -6 u n d sI L -6 R  d et e kti ert w er d e n, w e n n si e ni c ht ei n z el n , s o n d er n als K o m pl e x 

a uf g etr a g e n  w er d e n.  Di e  d ur c h g ef ü hrt e n  E LI S As  l e g e n  n a h e ,  d ass  d er  I L -6/sI L -6 R 

K o m pl e x  E LI S A a u c h ei n g es et zt w er d e n k ö n nt e, u m d e n  I L-6/sI L - 6 R K o m pl e x i n vi v o 

mit  Bl uts er u m  z u  b esti m m e n. Z w eit e ns  g e b e n  di e  M ess w ert e  f ür  d e n  I L -6/sI L -6 R  

K o m pl e x A ufs c hl uss  ü b er  di e  D et e kti o ns gr e n z e n  d es  E LI S A.  Z w ar  k o n nt e  d er  

I L-6/sI L - 6 R K o m pl e x  s o w o hl  mit  1 0  n g/ ml  sI L -6 R,  als  a u c h  mit  5 0  n g/ ml  sI L -6 R 

d et e kti ert  w er d e n, j e d o c h mit u nt ers c hi e dli c h e n  Er g e b niss e n  (si e h e A b b. 4. 9. 2 – 4. 9. 3 u n d 

Ta b ell e 4. 9. 2). Di e  Er g e b niss e  g e b e n  A ufs c hl uss  d ar ü b er ,  wi e  h o c h  di e  M e n g e  d es  

ei n g es et zt e n I L-6/sI L -6 R  K o m pl e x es  s ei n  m u ss ,  u m  ei n  a us w ert b ar es  Si g n al  z u 

d et e kti er e n.  

4. 1 0  D ur c hf ü hr u n g d e s I L-6/ sI L -6 R K o m pl e x E LI S A s mit 

Bl ut s er u m  

I m  R a h m e n  d er  dritt e n  U nt ers u c h u n gsr ei h e  w ur d e  d er  I L-6/sI L -6 R  K o m pl e x  E LI S A 

erst m als  i n vi v o g et est et. D er E LI S A w ur d e mit d e n Bl uts er e n v o n vi er v ers c hi e d e n e n 

Pr o b a n d e n d ur c h g ef ü hrt. Mit di es e n Pr o b e n w ur d e erst e ns d er  I L-6 R E LI S A  (si e h e A b b. 

4. 1 0. 1 - 4. 1 0. 2 u n d Ta b ell e 4. 1 0. 1  – 4. 1 0. 2), z w eit e ns d er I L -6/sI L - 6 R K o m pl e x E LI S A 

d ur c h g ef ü hrt ( si e h e A b b . 4. 1 0. 3 - 4. 10. 4 u n d Ta b ell e 4. 1 0. 3  - 4. 1 0. 4). D er sI L -6 R E LI S A 

di e nt z ur K o ntr oll e, d a d er sI L -6 R s o w o hl i m Bl ut g es u n d er als a u c h i m B l ut er kr a n kt er 

M e ns c h e n i n d et e kti er b ar e n M e n g e n v or h a n d e n ist . Di e 9 6 Well Mi kr otit er pl att e w ur d e 
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mit d e m C a pt ur e A nti k ör p er α -I L-6 R A nti k ör p er b ef üllt. N a c h m e hr er e n Was c hs c hritt e n 

u n d  d e m  S ätti g e n  fr ei er  Bi n d u n gsst ell e n  d ur c h  ei n e n  Bl o c ki n g  P uff er  f ol gte  d as  

A uftr a g e n d er  Pr o b e n.  Al s  St a n d ar d  w ur d e  HI L -6  g e n ut zt.  D as  Bl uts er u m  w ur d e  

u n v er d ü n nt u n d i n d e n Ver d ü n n u n g e n 1: 1 0, 1: 2 5 u n d 1: 4 0 a uf g etr a g e n . I n di eser Ar b eit  

w er d e n di e Ver d ü n n u n g e n 1: 2 5 u n d 1: 4 0 v or g est ellt, v or all e m i n d er Ver d ü n n u n g 1: 4 0 

k o n nt e n a uss a g e kr äfti g e  M e n g e n d es sI L -6 R n a c h g e wi es e n  w er d e n  (si e h e A b b. 4. 1 0. 2). 

D er D et e cti o n A nti k ör p er  ( B af 2 2 7) w ur d e i n di e Mi kr otit er pl att e hi n ei n pi p etti ert. N a c h 

Z u g a b e v o n Str e pt a vi di n -P O D u n d d es P O D -S u b str at es  k o n nt e di e M ess u n g d er sI L -6 R 

M e n g e mit  Hilf e d es Te c a n I nfi nit e M 2 0 0 P R O R e a d er i n R L U d ur c h g ef ü hrt w er d e n 

(si e h e A bs c h nitt 3. 2. 3 E n z y m e- Li n k e d -I m m u ns or b e nt-Ass a y ( E LI S A): I L -6 R E LI S A ). 

Hilf e d es Te c a n I nfi nit e M 2 0 0 P R O R e a d er i n R L U d ur c h g ef ü hrt w er d e n (si e h e A bs c h nitt 

3. 2. 3 E n z y m e- Li n k e d-I m m u ns or b e nt- Ass a y ( E LI S A): I L -6 R E LI S A ).  

 

 

A b b. 4. 1 0. 1 I L -6 R E LI S A mit HI L -6.  A uf d er x -A c h s e k ö n n e n di e M ess w ert e i n R L U, a uf d er y -A c h s e 

k a n n di e pi p etti ert e K o n z e ntr ati o n d es HI L -6 i n p g/ ml a b g el es e n w er d e n.  Es k o n nt e n M ess w ert e z wis c h e n  

0, 2 1 – 0, 8 1  R L U d et e kti ert w er d e n.  

A b b. 4. 1 0. 2 I L -6 R E LI S A mit Bl uts e r e n.  A uf d er x -A c h s e  k ö n n e n j e w eils di e Bl uts er e n d er 4 Pr o b a n d e n 

i n d e n Ver d ü n n u n g e n 1: 2 5 u n d 1: 4 0 a b g el es e n w er d e n. A uf d er y-A c h s e k ö n n e n di e M ess w ert e i n R L U 

a b g el es e n w er d e n. I n d e n 1: 2 5 Ver d ü n n u n g e n k o n nt e n bis z u 2 8 8 7 7, 6 6 2 3 6  R L U d et e kti ert w er d e n.   

 A b b. 4. 1 0. 1 I L -6 R E LI S A mit HI L - 6   A b b. 4. 1 0. 2 I L -6 R  E LI S A  mit Bl uts e r e n  

- 2 0 0

0

2 0 0

4 0 0

6 0 0

8 0 0

1 0 0 0

1 2 0 0

0 0, 2 0, 4 0, 6 0, 8 1

HI
L
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R L U

HI L -6

0

5 0 0 0

1 0 0 0 0

1 5 0 0 0

2 0 0 0 0

2 5 0 0 0

3 0 0 0 0

3 5 0 0 0

0 1: 2 5 0 1: 4 0 0 1: 2 5 0 1: 4 0 0 1: 2 5 0 1: 4 0 0 1: 2 5 0 1: 4 0

Pr o b e 1 Pr o b e 2 Pr o b e 3 Pr o b e 4

RL
U

sI L -6 R
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Mit di es e n Er g e b niss e n d es I L-6 R E LI S A k o n nt e n a c h g e wi es e n w er d e n, d ass d er sI L - 6 R 

i m  Bl uts er u m  d er  vi er  Pr o b a n d e n  n a c h g e wi es e n  w er d e n  k o n nt e.  I m  n ä c hst e n  S c hritt  

w ur d e d as Bl uts er u m d er vi er Pr o b a n d e n mit Hilf e d es I L -6/sI L -6 R K o m pl e x E LI S A 

(si e h e A b b. 4. 1 0. 3 - 4. 1 0. 4 u n d Ta b ell e 4. 1 0. 3 - 4. 1 0. 4) u nt ers u c ht. D a i m I L-6 R E LI S A 

d er sI L -6 R n a c h g e wi es e n w er d e n k o n nt e, s ollt e i n d e m I L -6/sI L -6 R K o m pl e x E LI S A 

u nt ers u c ht w er d e n, wi e h o c h di e M e n g e a n sI L -6 R ist, di e i m K o m pl e x mit I L -6 v orli e gt, 

K o n z e nt r ati o n v o n HI L -6 i n p g/ ml  R L U ( Mitt el w e rt e)  

1 0 0 0  0, 8 0 5 8 4 9 9 9 9  

5 0 0  0, 4 7 5 1 9 9 9 9 7  

2 5 0  0, 3 2 9 5 0 0 0 0 5  

1 2 5 0, 2 4 9 9 4 9 9 9 9

6 2, 5  0, 2 1 5 2 5  

3 1, 2 5  0, 2 0 6 5 4 9 9 9 5  

1 5, 6 2 5  0, 1 6 2 6 9 9 9 9 7  

P r o b e  Ve r d ü n n u n g  R L U ( Mitt el w e rt e)  

Pr o b e 1  1: 2 5  

1: 4 0  

2 4 6 2 3, 6 7 5 3 9  

9, 9 9 7 8 6 2 2 2 6  

Pr o b e 2  1: 2 5  

1: 4 0  

2 0 3 5 1, 7 6 1 3 9  

1 0 4 3, 6 6 0 8 8 9  

Pr o b e 3  1: 2 5  

1: 4 0  

2 8 8 7 7, 6 6 2 3 6  

1 0 6 5, 7 9 0 5 9 3  

Pr o b e 4  1: 2 5  

1: 4 0  

2 0 6 3 4, 3 1 1 2 9  

1 0 9 7, 4 0 4 1 8 6  

A b b. 4. 1 0. 3  M ess w e rt e d es I L - 6/sI L-6 R     A b b. 4. 1 0. 4 M ess w e rt e d es I L - 6/sI L-6 R  

  K o m pl e x E LI S As mit HI L -6          K o m pl e x E LI S As f ü r di e P r o b e n 1 - 4     

 (Bl uts e r e n) i n u n v e r d ü n nt e r F o r m  

0

5 0 0

1 0 0 0

1 5 0 0

2 0 0 0

2 5 0 0

0 0, 1 0, 2 0, 3 0, 4 0, 5 0, 6 0, 7

HI
L

-6
 K

o
nz

e
nt

r
at
i
o
n 
i
n 

pg
/

ml

R L U

HI L - 6

T a b ell e 4. 1 0. 2 M ess w e rt e d es I L -6 R E LI S A s 

f ü r di e P r o b e n 1 - 4 ( Bl uts e r e n) i n d e n 

Ve r d ü n n u n g e n  1: 2 5 u n d 1: 4 0  

T a b ell e 4. 1 0. 1 M ess w e rt e d es 

I L- 6 R E LI S As f ü r HI L - 6 
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i st. Al s St a n d ar d i m I L-6/sI L -6 R K o m pl e x E LI S A w ur d e wi e d er HI L -6 v er w e n d et (si e h e 

A b b. 4. 1 0. 3 u n d Ta b ell e 4. 1 0. 3). 

 

A b b. 4. 1 0. 3 M ess w e rt e d es I L -6/s I L-6 R K o m pl e x E LI S A s mit HI L -6.  A uf d er x -A c h s e k ö n n e n di e 

M ess w ert e i n R L U, a uf d er y -A c h s e k a n n di e pi p etti ert e K o n z e ntr ati o n d es HI L -6 i n p g/ ml a b g el es e n 

w er d e n . Es k o n nt e n M ess w ert e z wis c h e n 0, 1 3 – 0, 6  R L U d et e kti ert w er d e n.   

A b b.  4. 1 0. 4  M ess w e rt e  d es  I L -6/s I L-6 R  K o m pl e x  E LI S A s  f ü r  d i e  P r o b e n  1  – 4 ( Bl uts e r e n)  i n  

u n v e r d ü n nt e r F o r m. A uf d er x -A c h s e k ö n n e n di e Bl uts er e n d er Pr o b e n 1 – 4 i n u n v er d ü n nt er F or m u n d 

a uf d er y -A c h s e k ö n n e n di e d a z u g e h öri g e n M ess w ert e i n R L U a b g el es e n w er d e n.  I n Pr o b e 1 k o n nt e ei n 

Si g n al v o n 2 8 7 2, 1 4 R L U d et e kti ert w er d e n. I n d e n Pr o b e n 2 – 4 k o n nt e n Wert e z wis c h e n 2 9, 6 8 - 6 4 9, 8  

R L U  d et e kti ert w er d e n.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Di e 9 6 Well Mi kr otit er pl att e w ur d e mit ei n e m α -I L-6 A nti k ör p er ( C a pt ur e A nti k ör p er) 

g e c o at et.  Es  f ol gt e n  m e hr er e  Was c hs c hritt e  u n d  di e  S ätti g u n g  fr ei er  Bi n d u n gsst ell e n  

d ur c h ei n e n Bl o c ki n g P uff er.  A u c h hi er w ur d e d as Bl uts er u m  wi e d er u n v er d ü n nt u n d i n 

d e n Ver d ü n n u n g e n 1: 1 0, 1: 2 5 u n d 1: 4 0 a uf g et r a g e n. Als D et e cti o n A nti k ör p er w ur d e d er 

B af 2 2 7  A nti k ör p er  v er w e n d et.  N a c hf ol g e n d  w ur d e n  Str e pt a vi di n -P O D,  s o wi e  d as  

P O D -S u bstr at  hi n z u g e g e b e n.  Di e  M ess u n g  d er  v or h a n d e n e n  M e n g e  d es  I L -6/sI L -6 R 

K o n z e nt r ati o n v o n HI L -6 i n p g/ ml  R L U ( Mitt el w e rt e)  

2 0 0 0  0, 5 9 5 1 0 0 0 1 5  

1 0 0 0  0, 4 6 4 4 5 0 0 0 2  

5 0 0  0, 2 3 4 1 9 9 9 9 3  

2 5 0  0, 1 9 2 8 5 0 0 0 1  

1 2 5  0, 1 5 2 9 5 0 0 0 4  

6 2, 5  0, 1 4 6 3 4 9 9 9 6  

3 1, 2 5  0, 1 3 4 6 5 0 0 0 7  

1 5, 6 2 5  0, 1 6 9 6 0 0 0 0 2  

P r o b e  Ve r d ü n n u n g  R L U ( Mitt el w e rt e)  

Pr o b e 1  u n v er d ü n nt  2 8 7 2, 1 4 1 9 5  

Pr o b e 2  u n v er d ü n nt  8 9, 7 8 1 3 2 4 6  

Pr o b e 3  u n v er d ü n nt  2 9, 6 7 7 0 9 0 3  

Pr o b e 4  u n v er d ü n nt  6 4 9, 8 0 3 8 0 1  

T a b ell e 4. 1 0. 3 M ess w e rt e d es I L -6/  

sI L- 6 R K o m pl e x  E LI S As f ü r HI L - 6 

 

       

     

T a b ell e 4. 1 0. 4  M ess w e rt e d es I L -6/  

sI L- 6 R K o m pl e x  E LI S As f ü r di e  

P r o b e n 1 - 4 ( Bl uts e r e n) i n u n v e r - 

d ü n nt e r F o r m  
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K o m pl e x es  erf ol gt e mit H ilf e d es Te c a n I nfi nit e M 2 0 0 P R O R e a d er  (si e h e A bs c h nitt 3.2. 3  

E n z y m e- Li n k e d -I m m u ns or b e nt- Ass a y  ( E LI S A):  I L -6/sI L -6 R K o m pl e x  E LI S A ). I n 

di es er  Ar b eit  w er d e n  di e  Er g e b niss e  d es  u n v er d ü n nt e n  Bl uts er u ms  v or g est ellt  (si e h e 

Ta b ell e  4. 1 0. 4). I m G e g en s at z z u d e n Er g e b niss e n d es  I L-6 R E LI S A s, i n d e m i n j e d er d er 

vi er P r o b e n ei n e a uss a g e kr äfti g e M e n g e d es sI L -6 R d et e kti ert w er d e n k o n nt e  (si e h e A b b. 

4. 1 0. 2) ,  k o n nt e  i n  d e m  I L-6/sI L - 6 R K o m pl e x  E LI S A  n ur  i n  d er  Pr o b e  1  ei n e  

a uss a g e kr äfti g e  M e n g e d es K o m pl e x es a us I L -6 u n d sI L -6 R d et e kti ert  w er d e n. I n d e n 

Pr o b e n  2  - 4  k o n nt e n  k ei n e a uss a g e kr äfti g e n  M e n g e n   d es  I L -6/sI L - 6 R  K o m pl e x es 

n a c h g e wi es e n  w er d e n .  D a  j e d o c h  i m  I L- 6R  E LI S A  i n  j e d er  d er  vi er  Pr o b e n  ei n e  

si g nifi k a nt e M e n g e a n sI L -6 R n a c h g e wi es e n w er d e n k o n nt e , l ässt di es d ar a uf s c hli e ß e n , 

d ass di e Er g e b niss e d es I L - 6/sI L- 6 R K o m pl e x E LI S A s v o n d e n u nt ers c hi e dli c h e n I L -6 

M e n g e n i m Bl uts er u m d er Pr o b a n d e n 1  - 4 a b h ä n gi g si n d . Di e M ess w ert e w eis e n d ar a uf 

hi n , d ass i n d e n Pr o b e n 2 – 4 k ei n e d et e kti er b ar e n M e n g e n a n I L -6 v or h a n d e n w ar e n, 

w el c h es a n d e n sI L - 6 R bi n d e n k o n nt e u n d s o ei n e n K o m pl e x mit di es e m f or m e n k o n nt e. 

I n d er Pr o b e 1 w ar ei n e h ö h er e M e n g e a n I L - 6 v or h a n d e n als i n d e n Pr o b e n 2 – 4, w el c h es 

a n d e n sI L- 6 R bi n d e n k o n nt e u n d s o ei n e n K o m pl e x f or m e n k o n nt e. 

Di e Er g e b niss e di es er dr ei U nt ers u c h u n gsr ei h e n  (si e h e A bs c h nitt 4. 8 – 4. 1 0) k o n nt e n di e 

F u n kti o ns w eis e  d es  I L 6/sI L - 6 R K o m pl e x  E LI S A s,  s o w o hl  i n  vitr o,  als  a u c h  i n  vi v o 

b est äti g e n.  

I n d er erst e n U nt ers u c h u n gsr ei h e k o n nt e b est äti gt w er d e n, d ass d er I L-6/sI L -6 R K o m pl e x  

E LI S A d as D esi g n er  Z yt o ki n HI L-6 d et e kti er e n k o n nt e  (si e h e A b b. 4. 8. 3). HI L-6 b est e ht 

a us ei n e m K o m pl e x a us I L -6 u n d d e m sI L -6 R. I m G e g e ns at z d a z u k o n nt e n w e d er I L - 6 

(si e h e A b b. 4. 8. 1) n o c h d er sI L - 6 R (si e h e A b b. 4. 8. 2) ei n z el n  d et e kti ert  w er d e n. Hi er mit 

k o n nt e d as F u n kti o ns pri n zi p d es I L-6/s I L - 6 R K o m pl e x E LI S A s b est äti g t w er d e n. 

I n  d er  z w eit e n  U nt ers u c h u n gsr ei h e  w ur d e u nt ers u c ht,  o b  d er  I L-6/sI L -6 R  K o m pl e x  

E LI S A d e n K o m pl e x  a u s d e n r e k o m bi n a nt e n Pr ot ei n e n I L-6 u n d d e m sI L -6 R d et e kti er e n 

k a n n,  w el c h e  a u c h  i n  n at ürli c h er  F or m  i m  M e ns c h e n  v or k o m m e n.  Di e  Er g e b niss e  

z ei gt e n ,  d ass  d er  K o m pl e x  a us  I L-6  mit  v ers c hi e d e n e n  M e n g e n  a n  sI L -6 R  d et e kti ert  

w er d e n  k a n n (si e h e A b b. 4. 9. 2 – 4. 9. 3). N a c h di es e n U nt ers u c h u n gsr ei h e n, di e i n vitr o 

d ur c h g ef ü hrt w ur d e n, w ur d e d er I L-6/sI L -6 R K o m pl e x E LI S A erst m als i m R a h m e n ei n er 

dr itt e n U nt ersu c h u n gsr ei h e i n vi v o d ur c h g ef ü hrt.  

I n  di es er  dritt e n  U nt ers u c h u n gsr ei h e w ur d e n  Bl ut pr o b e n  v o n  vi er  v ers c hi e d e n e n  

Pr o b a n d e n z u erst  mit  ei n e m  I L -6 R  E LI S A  g et est et.  Mit  di es e m  E LI S A  k o n nt e n  



7 7  

a uss a g e kr äfti g e  M e n g e n a n sI L -6 R i n all e n vi er Pr o b e n n a c h g e wi es e n w er d e n (si e h e A b b. 

4. 1 0. 2) .  I m  R a h m e n  d es  I L- 6/sI L- 6R  K o m pl e x  E LI S A s  w ur d e  di e  M e n g e  a n  sI L -6 R  

b e sti m mt, di e g e b u n d e n a n I L -6 i m K o m pl e x v orl a g. H i er w ur d e n s o w o hl a uss a g e kr äfti g e  

M e n g e n d es I L -6/ sI L-6 R  K o m pl e x es d et e kti ert ( si e h e A b b.  4. 1 0. 4, P r o b e 1), als  a u c h 

ni c ht  d et e kti er b ar e  M e n g e n  ( si e h e A b b.  4. 1 0. 4, Pr o b e n  2  - 4)  g e m ess e n .  Mit  di es er  

U nt ers u c h u n gsr ei h e w ur d e b est äti gt, d ass d er I L -6/sI L - 6 R K o m pl e x E LI S A  a u c h i n vi v o 

a n g e w a n dt w er d e n k a n n. 

Et hi c al  ap p r o v e m e nt  

St u di e n n u m m er 4 2 8 4

U nt ers u c h u n g d es Ei nfl uss es v o n e nt z ü n dli c h e n Er kr a n k u n g e n u n d T u m or e n a uf di e 

E ntst e h u n g d es l ösli c h e n I nt erl e u ki n 1 1- R e z e pt ors s o wi e d es I nt erl e u ki n 6/l ösli c h e n I n-

t erl e u ki n 6- R e z e pt or- K o m pl e x es i m M e ns c h e n 
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5 .  Di s k u s si o n

I L-6 ist ei n Z yt o ki n , d as v o n v ers c hi e d e n e n Z ell e n d es K ör p ers g e bil d et wir d, wi e z. B. 

F i br o bl ast e n  o d er  E n d ot h el z ell e n.  I m  Bl uts er u m  g es u n d er  M e ns c h e n  ist  I L-6  k a u m  

d et e kti er b ar , di e M e n g e li e gt b ei et w a 1, 9- 6 p g/ ml ( S c a m bi a et al. 1 9 9 4). K o m mt es z u 

ei n er  E nt z ü n d u n g st ei gt I L -6 a n u n d f ü hrt z u  pr o- i nfl a m m at oris c h en ( tr a ns-si g n ali n g) u n d 

a nti- i nfl a m m at oris c h en  ( cl assi c -si g n ali n g) R e a k ti o n e n,  a b h ä n gi g  d a v o n  a n  w el c h e n  

R e z e pt or  I L-6  bi n d et.  I m  Z u g e  d es  c l assi c-si g n ali n g bi n d et  I L -6  a n  d e n  ni c ht 

si g n altr a ns d u zi er e n d e n  m e m br a n g e b u n d e n e n  I L - 6 R ( α-R e z e pt or) ,  w or a uf hi n  ü b er  d as  

si g n altr a ns d u zi er e n d e g p 1 3 0  ( β- R e z e pt or) ei n e Si g n al k as k a d e i n G a n g g es et zt wir d, di e 

v or  all e m  z u  a nti -i nfl a m m at oris c h e n  R e a kti o n e n  f ü hrt ( S c h ell er et  al.   2 0 1 1). D er 

m e m br a n g e b u n d e n e I L -6 R k o m mt j e d o c h n ur i n H e p at o z yt e n u n d ei ni g e n F or m e n v o n 

L e u k o z yt e n  v or  ( C h al aris et  al.   2 0 1 1).  I m  L a uf e  d er  E nt z ü n d u n g,  v or  all e m  b ei  

c hr o nis c h e n E nt z ü n d u n g e n, wi e z. B. M or b us Cr o h n u n d C olitis  ul c er os a, w ir d a us d e m 

m e m br a n g e b u n d e n e n  I L -6 R  d ur c h  E kt o d o m ä n e n- S h e d di n g ( 9 0 %)  o d er  alt er n ati v es 

S pli ci n g d er m R N A d es m e m br a n g e b u n d e n e n I L -6 R ( 1 0 %)  v er m e hrt sI L -6 R g e bil d et  

( M üll b erg et al.   1 9 9 4). Bi n d et I L -6 a n d e n sI L -6 R f ü hrt di es z u m tr a ns-si g n ali n g mit 

h a u pts ä c hli c h pr o -i nfl a m m at oris c h e n R e a kti o n e n. D er sI L- 6 R k a n n i m G e g e ns at z  z u d e m 

m e m br a n g e b u n d e n e n I L -6 R i n all e n K ör p er z ell e n  z ur Si g n altr a ns d u kti o n f ü hr e n  ( R os e-

J o h n et al.  1 9 9 4). D er I L -6/sI L -6 R K o m pl e x k a n n d ur c h d e n I n hi bit or s g p 1 3 0 F c g e h e m mt 

w er d e n. I n di es er Ar b eit w ur d e d er I L -6/sI L -6 R K o m pl e x i n z w ei Pr oj e kt e n u nt ers u c ht. 

Es  w ur d e ei n E LI S A g et est et, d er d e n I L -6/sI L -6 R K o m pl e x s o w o hl i n vi v o als a u c h i n 

vitr o  d et e kti er e n k a n n. Z u d e m w ur d e di e M ö gli c h k eit u nt ers u c ht, ei n e n st a bil e n K o m pl e x 

a us I L - 6 u n d d e m sI L- 6 R z u bil d e n, d ess e n bi ol o gis c h e A kti vit ät er h alt e n  bli e b .   

  5 . 1 I L-6/ sI L -6 R K o m pl e x E LI S A  

Bis h er v er w e n d et e E LI S A k ö n n e n e nt w e d er I L - 6  od er d e n sI L -6 R d et e kti er e n, j e d o c h 

ni c ht d e n K o m pl e x a us b ei d e n  (I L-6/sI L -6 R) . I m R a h m e n di es er Ar b eit w ur d e ei n E LI S A 

v er w e n d et ,  d er  d e n  K o m pl e x  a us  I L-6/sI L -6 R  d et e kti er e n  k a n n.  Di es er  I L -6/sI L -6 R 

K o m pl e x  E LI S A w ur d e i m I nstit ut f ür Bi o c h e mi e u n d M ol e k ul ar bi ol o gi e ІІ e nt wi c k elt. 

Es wir d ei n C a pt ur e A nti k ör p er v er w e n d et, d er g e g e n I L- 6 g eri c ht et ist, u n d ei n D et e cti o n 

A nti k ör p er, d er g e g e n d e n I L -6 R g eri c ht et ist. D er C a pt ur e A nti k ör p er d et e kti ert d as i m 
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I L-6/ sI L -6 R  K o m pl e x  e nt h alt e n e  I L -6.  D a d ur c h  bil d et  si c h  ei n  z us a m m e n h ä n g e n d es  

G e bil d e  a us  C a pt ur e A nti k ör p er  u n d  I L -6/sI L -6 R.  I m  n ä c hst e n  S c hritt  bi n d et  d er 

D et e cti o n  A nti k ör p er,  d er  g e g e n  d e n  I L -6 R  g eri c ht et  ist,  a n  d as  G e bil d e  a us  C a pt ur e 

A nti k ör p er u n d I L -6/sI L - 6 R. D a h er k ö n n e n w e d er I L-6 n o c h d er sI L -6 R ei n z el n d et e kti ert 

w er d e n.  Mit Hilf e di es es E LI S As  ist es m ö gli c h, di e M e n g e d es I L -6/sI L -6 R K o m pl e x es 

i m  Bl uts er u m  v o n  P ati ent e n  z u  d et e kti er e n,  di e  a n  c hr o nis c h  e nt z ü n dli c h e n  

Er kr a n k u n g e n ,  wi e  H e p atiti d e n  o d er  d e n  c hr o nis c h  e nt z ü n dli c h e n  D ar m er kr a n k u n g e n  

M or b us Cr o h n u n d C olitis ul c er os a er kr a n kt si n d.  D er I L -6/sI L -6 R K o m pl e x u n d di e 

e ntst e h e n d e Si g n altr a ns d u kti o n d es tr a ns-si g n ali n g f ü hr e n b ei di es e n Er kr a n k u n g e n v or 

all e m z u d er ü b ers c hi e ß e n d e n E nt z ü n d u n gsr e a kti o n u n d w är e n d er g e ei g n et e A ns at z p u n kt 

f ür ei n e k a us al e T h er a pi e ( R os e-j o h n et. al.  1 9 9 4). D er I n hi bit or s g p 1 3 0 F c, d er a us d er 

l ösli c h e n F or m d es si g n altr a ns d u zi er e n d e n Gl y k o pr ot ei ns g p 1 3 0 u n d d e m F c -A nt eil ei n es 

I g G-A nti k ör p ers  b est e ht,  bi n d et  a n  d e n  I L -6/sI L -6 R  K o m pl e x  u n d  v er hi n d ert  d ess e n 

Bi n d u n g a n g p 1 3 0 u n d  d ass  d a mit ei ns et z e n d e tr a ns-si g n ali n g ( G ar b ers et  al. 2 0 1 1) U m 

di e  a d ä q u at e  D osi er u n g  d es  s g p 1 3 0 F c  z u  b esti m m e n,  s ollt e  j e d o c h  di e  I L-6/sI L - 6 R 

K o m pl e x m e n g e b e k a n nt  s ei n,  di e  si c h  i m  Bl uts er u m  d er  P ati e nt e n  b efi n d et,  di e  v o n  

c hr o nis c h  e nt z ü n dli c h e n  Er kr a n k u n g e n  b etr off e n  si n d. I m  Verl a uf  d es  E x p eri m e nte s 

w ur d e z u erst n a c h g e wi es e n, d ass d er I L -6/sI L -6 R K o m pl e x E LI S A w e d er r e k o m bi n a n t es 

I L- 6 n o c h  d e n  r e k o m bi n a nt e n  sI L - 6 R ei n z el n  d et e kti er e n  k a n n.  N ur HI L -6  k o n nt e  

d et e kti ert w er d e n. HI L -6 ist ei n D esi g n er Z yt o ki n, d ass a us I L -6 u n d d e m sI L -6 R b est e ht, 

di e d ur c h ei n e n fl e xi bl e n P e pti d - Li n k er mit ei n a n d er v er b u n d e n si n d. I n ei n er z w eit e n 

U nt ers u c h u n g w ur d e n f est e M e n g e n a n r e k o m bi n a nt e m I L-6 mit j e 1 0 n g/ ml u n d 5 0 n g/ ml 

r e k o m bi n a nt e m sI L-6 R d et e kti ert. A u c h hi er z ei gt e si c h, d ass d er I L -6/sI L - 6R K o m pl e x 

d et e kti ert w er d e n k o n nt e.  I n d er dritt e n U nt ers u c h u n g w ur d e d er E LI S A mit Bl uts er u m 

vi er v ers c hi e d e n er Pr o b a n d e n  d ur c h g ef ü hrt. Hi er k o n nt e i n dr ei d er vi er Pr o b e n k ei n e 

si g nifi k a nt e  M e n g e  d es  I L -6/sI L -6 R  K o m pl e x es  d et e kti ert  w er d e n .  I n  ei n er  d er vi er 

Pr o b e n k o n nt e ei n e h ö h er e M e n g e d es I L -6/sI L -6 R K o m pl e x es d et e kti ert w er d e n. Di es 

k ö n nt e d ar a n li e g e n , d ass di es er Pr o b a n d m ö gli c h er w eis e ei n e l ei c ht e E nt z ü n d u n g, wi e 

z. B. ei n e R hi nitis, d ur c hlitt.  I n w eit er e n U nt ers u c h u n g e n k ö n nt e d er  E LI S A a u c h mit  

Bl uts er u m pr o b e n v o n  Pr o b a n d e n  g et est et  w er d e n,  di e  v o n  c hr o nis c h  e nt z ü n dli c h e n 

Er kr a n k u n g e n  b etr off e n   si n d. D a z u  g e h ör e n  z. B.  di e  c hr o nis c h  e nt z ü n dli c h e n  

D ar m er kr a n k u n g e n M or b us  Cr o h n  u n d  C olitis  ul c er os a,  di e  I nf e kti o ns kr a n k h eit e n  
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H e p atiti s B u n d C, L e b e r zirr h os e o d er g astr oi nt esti n al e T u m orl ei d e n . K ö n nt e m a n hi er 

di e M e n g e d es I L -6/sI L -6 R K o m pl e x es b esti m m e n, k ö n nt e s o di e m a xi m al e M e n g e d es 

ei n z us et z e n d e n s g p 1 3 0 F c b esti m m e n. A us d e n  Er g e b niss e n d er U nt ers u c h u n g mit d e m 

Bl uts er u m g es u n d er Pr o b a n d e n k ö n nt e di e Mi n d est m e n g e d es ei n z us et z e n d e n s g p 1 3 0 F c 

b esti m mt w er d e n.  Es ist n ot w e n di g di e a d ä q u at e D osi er u n g d es s g p 1 3 0 F c z u b esti m m e n, 

u m  z u  err ei c h e n,  d ass  all ei n  d as  tr a ns-si g n ali ng  u n d  di e  d a mit  v er b u n d e n e n  

pr o- i nfl a m m at oris c h e n R e a kti o n e n g e h e m mt w er d e n, j e d o c h ni c ht d as c l assi c-si g n ali n g 

u n d di e  d a mit  v er b u n d e n e n  a nti -i nfl a m m at oris c h e n R e a kti o n e n.  B ei  ei n er  z u  h o h e n  

D osi er u n g d es  s g p 1 3 0 F c  w ür d e  d as  g es a mt e  a n  d e n  sI L -6 R  g e b u n d e n e  I L -6  i n  d e m  

I L-6/sI L -6 R  K o m pl e x  ei n g es c hl oss e n  bl ei b e n  u n d  k ö n nt e  s o  ni c ht  m e hr  a n  d e n  

m e m br a n g e b u n d e n e n I L-6 R bi n d e n u n d d a mit di e a nti i nfl a m m atoris c h e n Wir k u n g e n d es 

c l assi c-si g n ali n g h er v orr uf e n. D er I n hi bit or s g p 1 3 0 F c k ö n nt e s o mit z. B. d e n A nti k ör p er 

T o cili z u m a b  ers et z e n,  d er  g e g e n  I L - 6 g eri c ht e t  ist  u n d  d a d ur c h  s o w o hl  d as  

c l assi c-si g n ali n g,  als  a u c h  d as  t r a ns -si g n ali n g h e m mt .  T o cili z u m a b wir d z ur z eit   z ur 

B e h a n dl u n g v o n r h e u m atis c h e n Er kr a n k u n g e n ei n g es et zt.  

5 . 2 Bil d u n g ei n e s st a bil e n I L -6/ sI L -6 R K o m pl e x e s  

I m R a h m e n d es z w eit e n Pr oj e kt es w ur d e v ers u c ht ei n e n st a bil e n K o m pl e x a us I L-6 u n d 

d e m sI L -6 R a uf z u b a u e n. Di es er K o m pl e x w ur d e als Alt er n ati v e d es D esi g n er  Z yt o ki ns 

HI L -6  u nt ers u c ht.  D af ür  w ur d e n  mitt els  M ut a g e n es e - PC R  C yst ei n e  i n  di e  c D N As 

k o di er e n d f ür   sI L-6 R, I L -6 R, I L - 6-G F P u n d HI L -6 ei n g ef ü gt. Di e m uti ert e n Pl as mi d e 

w ur d e n  mitt els  C o -Tr a nsf e kti o n  i n  Z ell e n  ei n g e br a c ht  u n d  di e  e x pri mi ert e n  Pr ot ei n e  

w ur d e n mitt els  West er n  Bl ot d et e kti ert  u n d  i hr e  bi ol o gis c h e  A kti vit ät  i n  

Pr olif er ati o ns ass a ys ü b er pr üft. Z us ät zli c h z u di es er F or m d e s m uti ert e n sI L -6 R w ur d e n 

z w ei w eit er e m uti er te F or m e n d es sI L-6 R g e bil d et. D af ür w ur d e als A us g a n gs pl as mi d , 

d ass  i n d er M ut a g e n es e-P C R m uti ert e  HI L -6 v er w e n d et.  HI L -6 ist ei n D esi g n er  Z yt o ki n, 

d as  a us  I L -6  u n d  d e m  sI L -6 R  b est e ht,  di e  mitt els  ei n es  fl e xi bl e n  P e pti d -Li n k ers 

mit ei n a n d er  v er b u n d e n  si n d   ( R a k e m a n n et  al.,   1 9 9 7) D as m uti ert e  HI L -6  e nt h ält  

z us ät zli c h n o c h di e i n d er M ut a g e n es e -P C R ei n g e br a c ht e n C yst ei n e . Es w ur d e mit d e m 

R estri kti o ns e n z y m B a m H І i n d er R e gi o n d es Li n k ers g es c h nitt e n , s o d ass d er sI L-6 R mit 

d e n ei n g e br a c ht e n C yst ei n e n g etr e n nt v o m I L - 6 v orl a g. D er e ntst a n d e n e m uti ert e sI L- 6 R 

e nt hi elt  sti c k y  e n ds,  di e  d ur c h  di e  E x o n u kl e as e- u n d  di e  P ol y m er as e -F u n kti o n  d es  
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Kl e n o w- Fr a g m e nts  z u bl u nt e n ds u m g e w a n d elt w ur d e n. D a d as Kl e n o w - Fr a g m e nt ni c ht 

i m m er a n d e n gl ei c h e n St ell e n B as e n e ntf er nt o d er a uff üllt, k ö n ne n v ers c hi e d e n e M e n g e n 

a n A mi n os ä ur e n als Ü b er h a n g b est e h e n bl ei b e n. Ü b er S e q u e n zi er u n g w ur d e ei n e m uti ert e 

F or m  d es  sI L -6 R  d et e kti ert,  di e  1 7  A mi n os ä ur e n  Ü b er h a n g b esit zt ,  u n d  ei n e  w eit er e  

m uti ert e  F or m  d es  sI L -6 R,  di e  4 2  A mi n os ä ur e n  Ü b er h a n g b esit zt .  S o mit  l a g e n  dr ei  

v ers c hi e d e n e F or m e n d e s  m uti ert e n sI L -6 R v or , di e als Alt er n ati v e z u HI L-6 u nt ers u c ht 

w ur d e n : d er d ur c h di e P C R v er ä n d ert e sI L-6 R o h n e Ü b er h a n g a n A mi n os ä ur e n , u n d di e 

d ur c h d e n B a m H І-Ver d a u e ntst a n d e n e n m uti ert e n sI L -6 R F or m e n, mit j e w eils 1 7 u n d 4 2  

A mi n os ä ur e n Ü b er h a n g. All e d r ei m uti ert e n sI L-6 R F or m e n w ur d e n i n C o -Tr a nsf e kti o n 

mit d e m m uti ert e n I L - 6-G F P i n  ei n e n  st a bil e n K o m pl e x g e br a c ht u n d mitt els West er n 

Bl ot d et e kti ert. I n d er West er n Bl ot D et e kti o n k o n nt e n all e dr ei I L -6/sI L -6 R K o m pl e x e 

d et e kti ert w er d e n  u n d k ei n e U nt ers c hi e d e i n d er D et e kti o n f est g est ellt w er d e n. Weit er hi n 

w ur d e di e bi ol o gis c h e A kti vit ät  d er K o m pl e x e i n Pr olif er ati o ns ass a ys u nt ers u c ht. Z w ar 

k o n nt e i n all e n dr ei F or m e n  d es m uti ert e n sI L -6 R i m Ver gl ei c h z ur N e g ati v k o ntr oll e ei n e 

Pr olif er ati o n n a c h g e wi es e n w er d e n, di e  st är kst e  Pr olif er ati o n  w ur d e  j e d o c h  i n  d e m  

K o m pl e x n a c h g e wi e s e n, d er di e d ur c h di e P C R m uti ert e F or m d es sI L -6 R e nt hi elt.  Di es e 

F or m  e nt hi elt  i m  G e g e ns at z  z u  d e n  b ei d e n  a n d er e n  F or m e n  k ei n e  ü b ers c h üssi g e n  

A mi n os ä ur e n . Di es e Er g e b niss e l ass e n v er m ut e n, d ass di e z us ät zli c h e n  A mi n os ä ur e n a n 

ei n e m o d er m e hr er e n P u n kt e n d er Si g n altr a ns d u kti o n hi n d erli c h si n d . Di es k ö n nt e z. B. 

d as Bi n d e n d es g p 1 3 0 a n d e n I L -6/sI L -6 R K o m pl e x o d er di e f ol g e n d e I nt er n alisi er u n g 

d es  g e bil d et e n  K o m pl e x es  s ei n.  Di es e  Hi n d er niss e  k ö n n te n  wi e d er u m  di e  

w a c hst u msf ör d er n d e n Eff e kt e d es I L -6 i n hi bi er e n.  S o mit k o n nt e z w ar b est äti gt w er d e n, 

d ass  all e  F or m e n  d es  m uti ert e n sI L-6 R  i m  K o m pl e x  mit  d e m  m uti ert e m  I L- 6 G F P 

e x pri mi ert   w ur d e n u n d  i m  West er n  Bl ot  d et e kti ert  w er d e n  k o n nt e n.  Hi n si c htli c h  d er  

bi ol o gis c h e n A kti vit ät g a b es j e d o c h U nt ers c hi e d e, di e d ar a uf hi n w eis e n, d ass n ur di e i n 

d er P C R e ntst a n d e n e m uti ert e  sI L-6 R F or m ei n e a usr ei c h e n d e Pr olif er ati o n  h er v orr uft. 

S o mit  w är e  f ür  w eit er e  U nt ers u c h u n g e n,  i n  d e n e n  ei n  st a bil er  I L -6/sI L -6 R  K o m pl e x  

g e n ut zt wir d,  wi e  d er  v er w e n d et e I L-6/sI L -6 R  K o m pl e x  E LI S A , d er  d ur c h  P C R 

e ntst a n d e n e m uti ert e sI L -6 R a m e h est e n als Al t er n ati v e z u HI L- 6 g e ei g n et.
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6. S c hl u s sf ol g er u n g

D as Zi e l di es er Ar b eit w ar di e U nt ers u c h u n g d es tr a ns-si g n ali n gs. I m G e n a u er e n w ur d e 

ei n Tests yst e m z ur D et e kti o n d es b ei C E Ds er h ö ht e n I L -6/sI L -6 R K o m pl e x es  a uf s ei n e 

S p e zifit ät  g e pr üft.  I m  Z u g e  di es er  U nt ers u c h u n g  k o n nt e  b e wi es e n  w er d e n,  d ass  d er  

I L-6/sI L -6 R K o m pl e x E LI S A i n vitr o f u n kti o nsf ä hi g ist. I n di es e n E LI S As w ur d e d as 

D esi g n er Z yt o ki n HI L -6 v er w e n d et . Z us ät zli c h w ur d e d er E LI S A i n vi v o g et est et . A u c h 

i n di es e n U nt ers u c h u n gsr ei h e n b est äti gt e si c h s ei n e S p e zifit ät d e n I L-6/sI L -6 R K o m pl e x 

z u  d et e kti er e n.  I n d e m  di e  e x a kt e  M e n g e  d es  I L -6/sI L -6 R K o m pl e x es   i n Bl uts er e n  

b esti m mt  w er d e n  k a n n,  k a n n  s o  di e  pr ä zis e  M e n g e  f ür  I n hi bit or e n d es  I L - 6/sI L- 6 R 

K o m pl e x es u n d d a mit d es pr o- i nfl a m m at oris c h e n tr a ns-si g n ali n gs b esti m mt w er d e n.  

D es Weit er e n w ur d e ei n e  Alt er n ati v e f ür d as D esi g n er Z yt o ki n HI L -6 e nt wi c k elt. Mit 

Hilf e  v o n  C yst ei n e n  k o n nt e n  Dis ulfi d br ü c k e n  z wis c h e n  I L -6  G F P  u n d  d e m  sI L - 6 R 

g e bil d et w er d e n. Di e D et e kti o n mitt els E LI S A b e wi es , d ass di e Dis ulfi d br ü c k e n bil d u n g 

di e  K o m pl e x bil d u n g   u n d  E x pr essi o n d er  m uti ert e n  Pr ot ei n e  ni c ht  hi n d ert e , 

Pr olif er ati o ns ass a ys  b el e gt e n,  d ass  di e  Dis ulfi d br ü c k e n bil d u n g  di e  

pr olif er ati o nsf ör d er n d e  Wir k u n g d e s  d ur c h  d e n  m uti ert e n  I L -6/sI L -6 R  K o m pl e x es  

i n d u zi ert e n Si g n al w e g es  ni c ht  b e ei ntr ä c hti gt e. S o mit  w ur d e  ei n e  f u n kti o nsf ä hi g e  

Alt er n ati v e  z u m HI L -6 e nt wi c k elt.  

I m Hi n bli c k a uf w eit er e U nt ers u c h u n g e n d es tr a ns-si g n ali n gs k ö n n e n di e Er g e b niss e d er 

b ei d e n  E x p eri m e nt e  z us a m m e n g ef ü hrt  w er d e n.  I n  all e n  E LI S As  w ur d e  HI L -6  als  

St a n d ar d g e n ut zt. D er m uti ert e I L -6/sI L -6 R K o m pl e x k ö n nt e a nst att HI L -6 als St a n d ar d 

g e n ut zt w er d e n.  

Z u d e m  k ö n nt e n  w eit er e  I L -6/sI L -6 R  K o m pl e x  E LI S A  mit  Bl uts er e n  er kr a n kt er  

Pr o b a n d e n d ur c h g ef ü hrt w er d e n.  Z u di es e n Er kr a n k u n g e n z ä hl e n b eis pi els w eis e M or b us 

Cr o h n, C olitis Ul c er os a  o d er rh e u m at oi d e Art hrtis.    
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Di es e E LI S A s w ür d e n A ufs c hl uss ü b er di e M e n g e d es I L -6/sI L -6 R K o m pl e x es g e b e n, 

d er  si c h  i n  Bl uts er e n  v o n  Pr o b a n d e n  b efi n d et,  di e  a n  c hr o nis c h  e nt z ü n dli c h e n  

Er kr a n k u n g e n l ei d e n.  
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7 .  Lit er at ur v er z ei c h ni s

B a r a n, P., Nit z, R., Gr ot zi n g er, J., S c h ell er, J. u n d G ar b ers, C. ( 2 0 1 3): Mi ni m al 
i nt erl e u ki n 6 (I L-6) r e c e pt or st al k c o m p ositi o n f or I L - 6 r e c e pt or s h e d di n g a n d I L- 6 
cl assi c si g n ali n g. I n: T h e j o ur n al of bi ol o gi c al c h e mistr y 2 8 8 ( 2 1), S. 1 4 7 5 6 – 1 4 7 6 8. 

B e c k er, C., F a nti ni, M. C., S c hr a m m, C., L e hr, H. A., Wirt z, S., Ni k ol a e v, A., B ur g, J., 
Str a n d, S., Ki essli c h, R., H u b er, S., It o, H., Nis hi m ot o, N., Y os hi z a ki, K., Kis hi m ot o, 
T., G all e, P. R., Bl essi n g, M., R os e-J o h n, S. u n d N e ur at h, M. F. ( 2 0 0 4): T G F- b et a 
s u p pr ess es t u m or pr o gr essi o n i n c ol o n c a n c er b y i n hi biti o n of I L- 6 tr a ns-si g n ali n g. 
I n: I m m u nit y 2 1 ( 4), S. 4 9 1– 5 0 1. 

B e c k er, C., F a nti ni, M. C., Wirt z, S., Ni k ol a e v, A., L e hr, H. A., G all e, P. R., R os e-J o h n, 
S. u n d N e ur at h, M. F. ( 2 0 0 5): I L- 6 si g n ali n g pr o m ot es t u m or gr o wt h i n c ol or e ct al
c a n c er. I n: C ell c y cl e ( G e or g et o w n, T e x.) 4 ( 2), S. 2 1 7 – 2 2 0.

Bl a c k, R o y A. ( 2 0 0 2): T u m or n e cr osis f a ct or- al p h a c o n v erti n g e n z y m e. I n: T h e 
i nt er n ati o n al j o ur n al of bi o c h e mistr y & c ell bi ol o g y 3 4 ( 1), S. 1– 5. 

Bl o b el, C. P. ( 2 0 0 2): F u n cti o n al a n d bi o c h e mi c al c h ar a ct eri z ati o n of A D A Ms a n d t h eir 
pr e di ct e d r ol e i n pr ot ei n e ct o d o m ai n s h e d di n g. I n: I nfl a m m ati o n r es e ar c h: offi ci al 
j o ur n al of t h e e ur o p e a n hist a mi n e res e ar c h so ci et y 5 1 ( 2), S. 8 3– 8 4. 

C h al aris, A., G ar b ers, C., R a b e, B., R os e-J o h n, S. u n d S c h ell er, J. ( 2 0 1 1): T h e s ol u bl e 
I nt erl e u ki n 6 r e c e pt or: g e n er ati o n a n d r ol e i n i nfl a m m ati o n a n d c a n c er. I n: E ur o p e a n 
j o ur n al of c ell bi ol o g y 9 0 ( 6- 7), S. 4 8 4 – 4 9 4. 

C h al aris, A., R a b e, B., P ali g a, K., L a n g e, H., L as k a y, T., Fi el di n g, C. A., J o n es, S. A., 
R os e -J o h n, S. u n d S c h ell er, J. ( 2 0 0 7): A p o pt osis is a n at ur al sti m ul us of I L 6 R 
s h e d di n g a n d c o ntri b ut es t o t h e pr oi nfl a m m at or y tr a ns-si g n ali n g f u n cti o n of 
n e utr o p hils . I n: Bl o o d 1 1 0 ( 6), S. 1 7 4 8 – 1 7 5 5. 

D a n es e, S. u n d G a o, B. ( 2 0 1 0): I nt erl e u ki n- 6: a t h er a p e uti c J e k yll a n d H y d e i n 
g astr oi nt esti n al a n d h e p ati c dis e as es. I n: G ut 5 9 ( 2), S. 1 4 9 – 1 5 1. 

D a n n, S ar a M., S p e hl m a n n, M. E., H a m m o n d, D. C.; Ii m ur a, M., H as e, K., C h oi, Lilli a n 
J., H a ns o n, E. u n d E c k m a n n, L. ( 2 0 0 8): I L- 6- d e p e n d e nt m u c os al pr ot e cti o n pr e v e nts 
est a blis h m e nt of a mi cr o bi al ni c h e f or att a c hi n g/ eff a ci n g l esi o n -f or mi n g e nt eri c 
b a ct eri al  p at h o g e ns. I n: J o ur n al of i m m u n ol o g y ( B alti m or e, M d.: 1 9 5 0) 1 8 0 ( 1 0), S. 
6 8 1 6 – 6 8 2 6. 

D as g u pt a, B., C or kill, M., Kir k h a m, B., Gi bs o n, T. u n d P a n a yi, G. ( 1 9 9 2): S eri al 
esti m ati o n of i nt erl e u ki n 6 as a m e as ur e of s yst e mi c dis e as e i n r h e u m at oi d art hritis. 
I n: T h e j o ur n al of r h e u m at ol o g y 1 9 ( 1), S. 2 2 – 2 5. 

D e L e o, F. R. ( 2 0 0 7): Attr a cti v e s h e d di n g. I n: Bl o o d  1 1 0 ( 6), S. 1 7 1 1– 1 7 1 2. 

E a d e n, J. A., A br a ms, K. R. u n d M a y b err y, J. F. ( 2 0 0 1): T h e ris k of c ol or e ct al c a n c er i n 
ul c er ati v e c olitis: a m et a -a n al ysis. I n: G ut 4 8 ( 4), S. 5 2 6 – 5 3 5. 

E ul e nf el d, R., Dittri c h, A., K h o uri, C., M üll er, Pi a J., M ut z e, B., W olf, A. u n d S c h a p er, 
F. ( 2 0 1 2): I nt erl e u ki n- 6 si g n alli n g: m or e t h a n J a ks a n d S T A T s. I n: E ur o p e a n j o ur n al
of c ell bi ol o g y 9 1 ( 6-7), S. 4 8 6 – 4 9 5.
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Fi s c h er, M., G ol ds c h mitt, J., P es c h el, C., Br a k e n h off, J. P., K all e n, K.J., W oll m er, A., 
Gr ot zi n g er, J. u n d R os e-J o h n, S. ( 1 9 9 7): I. A bi o a cti v e d esi g n er c yt o ki n e f or h u m a n 
h e m at o p oi eti c pr o g e nit or c ell e x p a nsi o n. I n: N at ur e bi ot e c h n ol o g y 1 5 ( 2), S. 1 4 2–
1 4 5. 

Fr a n c hi m o nt, N., L a m b ert, C., H u y n e n, P., Ri b b e ns, C., R eli c, B., C h ari ot, A., B o urs, 
V., Pi ett e, J., M er vill e, M. u n d M al a is e, M. ( 2 0 0 5): I nt erl e u ki n- 6 r e c e pt or s h e d di n g is 
e n h a n c e d b y i nt erl e u ki n- 1 b et a a n d t u m or n e cr osis f a ct or al p h a a n d is p arti all y 
m e di at e d  b y t u m or n e cr osis f a ct or al p h a- c o n v erti n g e n z y m e i n ost e o bl ast-li k e c ells. 
I n: Art hritis a n d r h e u m atis m 5 2 ( 1), S. 8 4 – 9 3. 

F u hr er, D. K., F e n g, G. S. u n d Y a n g, Y. C. ( 1 9 9 5): S y p ass o ci at es wit h g p 1 3 0 a n d J a n us 
ki n as e 2 i n r es p o ns e t o i nt erl e u ki n- 1 1 i n 3 T 3- L 1 m o us e pr e a di p o c yt es. I n: T h e 
j o ur n al of bi ol o gi c al c h e mistr y 2 7 0 ( 4 2), S. 2 4 8 2 6 – 2 4 8 3 0. 

G ar b ers, C., H er m a n ns, H. M., S c h a p er, F., M üll er- N e w e n, G., Gr ot zi n g er, J., 
R os e -J o h n, S. u n d S c h ell er, J. ( 2 0 1 2): Pl asti cit y a n d cr oss-t al k of i nt erl e u ki n 6-t y p e 
c yt o ki n es. I n: C yt o ki n e & gr o wt h f a ct or r e vi e ws 2 3 ( 3), S. 8 5 – 9 7. 

G ar b ers, C., J a n n er, N., C h al aris, A., M oss, M. L., Fl oss, D. M., M e y er, D., K o c h- N olt e, 
F., R os e-J o h n, S. u n d S c h ell er, J. ( 2 0 1 1): S p e ci es s p e cifi cit y of A D A M 1 0 a n d 
A D A M 1 7 pr ot ei ns i n i nt erl e u ki n -6 (I L - 6) tr a ns-si g n ali n g a n d n o v el r ol e of A D A M 1 0 
i n i n d u ci bl e I L- 6 r e c e pt or s h e d di n g. I n: T h e j o ur n al of bi ol o gi c al c h e mistr y 2 8 6 ( 1 7), 
S. 1 4 8 0 4 – 1 4 8 1 1. 

G ar b ers, C., T h aiss, W., J o n es, G. W., W a et zi g, G. H., L or e n z e n, I., G uil h ot, F., Lissil a a, 
R., F erli n, W. G., Gr ot zi n g er, J., J o n es, S. A., R o s e-J o h n, S. u n d S c h ell er, J. ( 2 0 1 1): 
I n hi biti o n of cl assi c si g n ali n g is a n o v el f u n cti o n of s ol u bl e gl y c o pr ot ei n 1 3 0 
(s g p 1 3 0), w hi c h is c o ntr oll e d b y t h e r ati o of i nt erl e u ki n 6 a n d s ol u bl e i nt erl e u ki n 6 
r e c e pt or. I n: T h e j o ur n al of bi ol o gi c al c h e mistr y 2 8 6 ( 5 0), S. 4 2 9 5 9– 4 2 9 7 0. 

G us c hi n, D., R o g ers, N., Bris c o e, J., Witt h u h n, B., W atli n g, D., H or n, F., P ell e gri ni, S., 
Y as u k a w a, K., H ei nri c h, P. u n d St ar k, G. R. ( 1 9 9 5): A m aj or r ol e f or t h e pr ot ei n 
t yr osi n e ki n as e J A K 1 i n t h e J A K/ S T A T si g n al tr a ns d u cti o n p at h w a y i n r es p o ns e t o 
i nt erl e u ki n- 6. I n: T h e E M B O j o ur n al 1 4 ( 7), S. 1 4 2 1 – 1 4 2 9. 

G ust ot, T., L e m m ers, A., L o uis, E., Ni c ais e, C., Q u erti n m o nt, E., B el ai c h e, J., R ol a n d, 
S., v a n G oss u m, A., D e vi er e, J. u n d Fr a n c hi m o nt, D. ( 2 0 0 5): Pr ofil e of s ol u bl e 
c yt o ki n e r e c e pt ors i n Cr o h n's dis e as e. I n: G ut 5 4 ( 4), S. 4 8 8 – 4 9 5. 

H a m m a c h er, A., W ar d, L. D., W e i nst o c k, J., Tr e utl ei n, H., Y as u k a w a, K. u n d Si m ps o n, 
R.J. ( 1 9 9 4): Str u ct ur e -f u n cti o n a n al ysis of h u m a n I L- 6: i d e ntifi c ati o n of t w o disti n ct 
r e gi o ns t h at ar e i m p ort a nt f or r e c e pt or bi n di n g. I n: Pr ot ei n s ci e n c e : a p u bli c ati o n of 
t h e Pr ot ei n S o ci et y 3 ( 1 2), S. 2 2 8 0 – 2 2 9 3. 

H ei nri c h, P. C., B e hr m a n n, I., H a a n, S., H er m a n ns, H. M., M ull er- N e w e n, G., S c h a p er, 
F.  ( 2 0 0 3): Pri n ci pl es of i nt erl e u ki n (I L)- 6-t y p e c yt o ki n e si g n alli n g a n d its r e g ul ati o n. 
I n: T h e b i o c h e mi c al j o ur n al 3 7 4 ( Pt. 1), S. 1 – 2 0. 

H o n d a, M., Y a m a m ot o, S., C h e n g, M., Y as u k a w a, K., S u z u ki, H., S ait o, T., Os u gi, Y., 
T o k u n a g a, T. u n d Kis hi m ot o, T. ( 1 9 9 2): H u m a n s ol u bl e I L- 6 r e c e pt or: its d et e cti o n 
a n d e n h a n c e d r el e as e b y HI V i nf e cti o n. I n: J o ur n al of i m m u n ol o g y ( B alti m or e, M d. : 
1 9 5 0) 1 4 8 ( 7), S. 2 1 7 5 – 2 1 8 0. 
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H ori u c hi, S., K o y a n a gi, Y., Z h o u, Y., Mi y a m ot o, H., T a n a k a, Y., W a ki, M., 
M ats u m ot o , A., Y a m a m ot o, M. u n d Y a m a m ot o, N. ( 1 9 9 4): S ol u bl e i nt erl e u ki n- 6 
r e c e pt ors r el e as e d fr o m T c ell or gr a n ul o c yt e/ m a cr o p h a g e c ell li n es a n d h u m a n 
p eri p h er al bl o o d m o n o n u cl e ar  c ells ar e g e n er at e d t hr o u g h a n alt er n ati v e s pli ci n g 
m e c h a nis m . I n: E ur o p e a n j o ur n al of i m m u n ol o g y 2 4 ( 8), S. 1 9 4 5 – 1 9 4 8. 

H o ussi a u, F. A., D e v o g el a er, J. P., v a n D a m m e, J., D e u x c h ais n es, C. N. d e u n d v a n S ni c k, 
J. ( 1 9 8 8): I nt erl e u ki n - 6 i n s y n o vi al fl ui d a n d s er u m of p ati e nts wit h r h e u m at oi d 
art hritis  a n d ot h er i nfl a m m at or y art hriti d es. I n: Art hritis a n d r h e u m atis m 3 1 ( 6), S. 
7 8 4 – 7 8 8. 

J ess, T., R u n g o e, C. u n d P e yri n- Bir o ul et, L. ( 2 0 1 2): Ris k of c ol or e ct al c a n c er i n p ati e nts 
wit h ul c er ati v e c olitis: a m et a - a n al ysis of p o p ul ati o n-b as e d c o h ort st u di es. I n: 
Cli ni c al g astr o e nt er ol o g y a n d h e p at ol o g y : t h e offi ci al cli ni c al pr a cti c e j o ur n al of t h e 
A m eri c a n G astr o e nt er ol o gi c al Ass o ci ati o n 1 0 ( 6), S. 6 3 9 – 6 4 5. 

J o n es, Si m o n A.; R os e-J o h n, St ef a n ( 2 0 0 2): T h e r ol e of s ol u bl e r e c e pt ors i n c yt o ki n e 
bi ol o g y: t h e a g o nisti c pr o p erti es of t h e sI L- 6 R/I L - 6 c o m pl e x. I n: Bi o c hi mi c a et 
bi o p h ysi c a a ct a 1 5 9 2 ( 3), S. 2 5 1 – 2 6 3. 

J o n es, A. C., B esl e y, C. R., W ar n er, J. A., W ar n er, J. O. ( 1 9 9 4): V ari ati o ns i n s er u m 
s ol u bl e I L -2 r e c e pt or c o n c e ntr ati o n. I n: P e di atri c all er g y a n d i m m u n ol o g y : offi ci al 
p u bli c ati o n of t h e e ur o p e a n s o ci et y of p e di atri c all er g y a n d i m m u n ol o g y 5 ( 4), S. 
2 3 0 – 2 3 4. 

J ost o c k, T.; M ull b er g, J.; O z b e k, S.; Atr e y a, R.; Bli n n, G.; V olt z, N. et al. ( 2 0 0 1): 
S ol u bl e g p 1 3 0 is t h e n at ur al i n hi bit or of s ol u bl e i nt erl e u ki n- 6 r e c e pt or tr a nssi g n ali n g 
r es p o ns es. I n: E ur o p e a n j o ur n al of bi o c h e mistr y 2 6 8 ( 1), S. 1 6 0 – 1 6 7. 

K e ul, R., H ei nri c h, P. C., M üll er- n e w e n, G., M ull er, K. u n d W o o, P. ( 1 9 9 8): A p ossi bl e 
r ol e f or s ol u bl e I L- 6 r e c e pt or i n t h e p at h o g e n esis of s yst e mi c o ns et j u v e nil e c hr o ni c 
art hritis. I n: C yt o ki n e 1 0 ( 9), S. 7 2 9 – 7 3 4. 

K or n, T., B ett elli, E., O u k k a, M., K u c hr o o, V. K. ( 2 0 0 9): I L- 1 7 a n d T h 1 7 C ells. I n: 
A n n u al r e vi e w of i m m u n ol o g y 2 7 , S. 4 8 5 – 5 1 7. 

K ot a k e, S., S at o, K., Ki m, K.J., T a k a h as hi, N., U d a g a w a, N., N a k a m ur a, I., Y a m a g u c hi, 
A., Kis hi m ot o, T., S u d a, T. u n d K as hi w a z a ki, S. ( 1 9 9 6): I nt erl e u ki n- 6 a n d s ol u bl e 
i nt erl e u ki n- 6 r e c e pt ors i n t h e s y n o vi al fl ui ds fr o m r h e u m at oi d art hritis p ati e nts ar e 
r es p o nsi bl e f or ost e o cl ast-li k e c ell f or m ati o n. I n: J o ur n al of b o n e a n d mi n er al 
r es e ar c h : t h e offi ci al j o ur n al of t h e a m eri c a n s o ci et y f or b o n e a n d mi n er al r es e ar c h  
1 1 ( 1), S. 8 8 – 9 5. 

Li u, B., Li a o, J., R a o, X., K us h n er, S. A., C h u n g, C. D., C h a n g, D. D. u n d S h u ai, K. 
( 1 9 9 8): I n hi biti o n of St at 1- m e di at e d g e n e a cti v ati o n b y PI A S 1. I n: Pr o c e e di n gs of 
t h e n ati o n al a c a d e m y of sci e n c es of t h e u nit e d s t at es of a m eri c a 9 5 ( 1 8), S. 1 0 6 2 6–
1 0 6 3 1. 

L ust, J. A., D o n o v a n, K. A., Kli n e, M. P., Gr ei p p, P. R., K yl e, R. A. u n d M ai hl e, N.J. 
( 1 9 9 2): Is ol ati o n of a n m R N A e n c o di n g a s ol u bl e f or m of t h e h u m a n i nt erl e u ki n- 6 
r e c e pt or. I n: C yt o ki n e 4 ( 2), S. 9 6 – 1 0 0. 
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M a d h o k, R., Crill y, A., W ats o n, J. u n d C a p ell, H. A. ( 1 9 9 3): S er u m i nt erl e u ki n 6 l e v els 
i n r h e u m at oi d art hritis: c orr el ati o ns wit h cli ni c al a n d l a b or at or y i n di c es of dis e as e 
a cti vit y . I n: A n n als of t h e r h e u m ati c dis e as es 5 2 ( 3), S. 2 3 2 – 2 3 4. 

M al a g u ar n er a, M., Di F a zi o, I., R o m e o, M. A., R est u c ci a, S., L a uri n o, A. u n d Tr o v at o, 
B. A. ( 1 9 9 7): El e v ati o n of i nt erl e u ki n 6 l e v els i n p ati e nts wit h c hr o ni c h e p atitis d u e t o 
h e p atitis C vir us. I n: J o ur n al of g astr o e nt er ol o g y 3 2 ( 2), S. 2 1 1 – 2 1 5. 

M ats u m ot o, A., M as u h ar a, M., Mits ui, K., Y o k o u c hi, M., O hts u b o, M., Mis a w a, H., 
Mi y aji m a, A. u n d Y os hi m ur a, A. ( 1 9 9 7): CI S, a c yt o ki n e i n d u ci bl e S H 2 pr ot ei n, is a 
t ar g et of t h e J A K- S T A T 5 p at h w a y a n d m o d ul at es S T A T 5 a cti v ati o n. I n: Bl o o d 8 9 
( 9), S. 3 1 4 8 – 3 1 5 4. 

M att h e ws, V., S c h ust er, B., S c h ut z e, S., B uss m e y er, I., L u d wi g, A., H u n d h a us e n, C., 
S a d o ws ki, T., S afti g, P., H art m a n n, D., K all e n, K.-J. u n d R os e-J o h n, S. ( 2 0 0 3): 
C ell ul a r c h ol est er ol d e pl eti o n tri g g ers s h e d di n g of t h e h u m a n i nt erl e u ki n-6 r e c e pt or 
b y A D A M 1 0 a n d A D A M 1 7 ( T A C E). I n: T h e j o ur n al of bi ol o gi c al c h e mistr y 2 7 8 
( 4 0), S. 3 88 2 9 – 3 8 8 3 9. 

Mits u y a m a, K., T o mi y as u, N., M as u d a, J., Y a m a s a ki, H., Ts ur ut a, O. u n d S at a, M. 
( 2 0 0 7): Hi g h affi nit y of e c a b et s o di u m f or i nfl a m e d c ol o ni c m u c os a i n ul c er ati v e 
c olitis . I n: Di g esti v e dis e as es a n d s ci e n c es 5 2 ( 6), S. 1 4 4 2 – 1 4 4 3. 

Mits u y a m a, K., T o mi y as u, N., S u z u ki, A., T a k a ki, K., T a k e d ats u, H., M as u d a, J., 
Y a m as a ki, H., M ats u m ot o, S., Ts ur ut a, O., T o y o n a g a, A. u n d S at a, M. ( 2 0 0 6): A 
f or m of cir c ul ati n g i nt erl e u ki n- 6 r e c e pt or c o m p o n e nt s ol u bl e g p 1 3 0 as a p ot e nti al 
i nt erl e u ki n- 6 i n hi bit or i n i nfl a mm at or y b o w el dis e as e. I n: Cli ni c al a n d e x p eri m e nt al 
i m m u n ol o g y 1 4 3 ( 1), S. 1 2 5– 1 3 1. 

Mits u y a m a, K., T o y o n a g a, A., S as a ki, E., Is hi d a, O., I k e d a, H., Ts ur ut a, O., H ar a d a, K., 
T at eis hi, H., Nis hi y a m a, T. u n d T a ni k a w a, K. ( 1 9 9 5): S ol u bl e i nt erl e u ki n- 6 r e c e pt or s 
i n i nfl a m m at or y b o w el dis e as e: r el ati o n t o cir c ul ati n g i nt erl e u ki n- 6. I n: G ut 3 6 ( 1), S. 
4 5 – 4 9. 

M üll b er g, J., O b ert h ur, W., L otts p ei c h, F., M e hl, E., Dittri c h, E., Gr a e v e, L., H ei nri c h, 
P. C. u n d R o s e-J o h n, S. ( 1 9 9 4): T h e s ol u bl e h u m a n I L- 6 r e c e pt or. M ut a ti o n al 
c h ar a ct eri z ati o n  of t h e pr ot e ol yti c cl e a v a g e sit e. I n: J o ur n al of i m m u n ol o g y 
( B alti m or e, M d. : 1 9 5 0) 1 5 2 ( 1 0), S. 4 9 5 8– 4 9 6 8. 

M üll b er g, J., S c h o olti n k, H., St o y a n, T., G u nt h er, M., Gr a e v e, L., B us e, G., 
M a c ki e wi c z, A., H ei nri c h, P. C. u n d R os e- J o h n, S . ( 1 9 9 3): T h e s ol u bl e i nt erl e u ki n- 6 
r e c e pt or is g e n er at e d b y s h e d di n g. I n: E ur o p e a n j o ur n al of i m m u n ol o g y 2 3 ( 2), S. 
4 7 3 – 4 8 0. 

M ur a g u c hi, A., Hir a n o, T., T a n g, B., M ats u d a, T., H orii, Y., N a k aji m a, K. u n d 
Kis hi m ot o, T. ( 1 9 8 8): T h e ess e nti al r ol e of B c ell s ti m ul at or y f a ct or 2 ( B S F-2/I L - 6) 
f or t h e t er mi n al diff er e nti ati o n of B c ells. I n: T h e j o ur n al of e x p eri m e nt al m e di ci n e 
1 6 7 ( 2), S. 3 3 2 – 3 4 4. 

N ar a z a ki, M., Y as u k a w a, K., S ait o, T., O hs u gi, Y., F u k ui, H., K ois hi h ar a, Y., 
Y a n c o p o ul os, G. D., T a g a, T. u n d Kis hi m ot o, T. ( 1 9 9 3): S ol u bl e f or ms of t h e 
i nt erl e u ki n- 6 si g n al-tr a ns d u ci n g r e c e pt or c o m p o n e nt g p 1 3 0 i n h u m a n s er u m 
p oss essi n g  a p ot e nti al t o i n hi bit si g n als t hr o u g h m e m br a n e- a n c h or e d g p 1 3 0. I n: 
Bl o o d 8 2 ( 4), S. 1 1 2 0 – 1 1 2 6. 
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Ni c h ol s o n, S. E., S o u z a, D. d e, F a bri, L.J., C or bi n, J., Wills o n, T. A., Z h a n g, J. G., Sil v a, 
A., Asi m a kis, M., F arl e y, A., N as h, A. D., M et c alf, D., Hilt o n, D.J., Ni c ol a, N. A. u n d 
B a c a, M. ( 2 0 0 0): S u p pr ess or of c yt o ki n e si g n ali n g- 3 pr ef er e nti all y bi n ds t o t h e 
S H P - 2- bi n di n g sit e o n t h e s h ar e d c yt o ki n e r e c e pt or s u b u nit g p 1 3 0. I n: Pr o c e e di n gs 
of t h e n ati o n al a c a d e m y of sci e n c es of t h e u nit e d st at es of a m eri c a 9 7 ( 1 2), S. 6 4 9 3 –
6 4 9 8. 

N o w ell, M. A., Ri c h ar ds, P.J., H ori u c hi, S., Y a m a m ot o, N., R os e-J o h n, S., T o pl e y, N., 
Willi a ms, A. S. u n d J o n es, S. A. ( 2 0 0 3): S ol u bl e I L- 6 r e c e pt or g o v er ns I L- 6 a cti vit y i n 
e x p eri m e nt al art hritis: bl o c k a d e of art hritis s e v erit y b y s ol u bl e gl y c o pr ot ei n 1 3 0. I n: 
J o ur n a l of i m m u n ol o g y ( B alti m or e, M d.: 1 9 5 0) 1 7 1 ( 6), S. 3 2 0 2 – 3 2 0 9. 

R ei n e c k er, H. C., St eff e n, M., Witt h o eft, T., Pfl u e g er, I., S c hr ei b er, S., M a c D er m ott, 
R. P. u n d R a e dl er, A. ( 1 9 9 3): E n h a n c e d s e cr eti o n of t u m o ur n e cr osis f a ct or- al p h a, 
I L- 6, a n d I L- 1 b et a b y is ol at e d l a mi n a pr o pri a m o n o n u cl e ar c ells fr o m p ati e nts wit h 
ul c er ati v e c olitis a n d Cr o h n's dis e as e. I n: Cli ni c al a n d e x p eri m e nt al i m m u n ol o g y 9 4 
( 1), S. 1 7 4 – 1 8 1. 

R o b a k, T., Gl a d als k a, A., St e pi e n, H. u n d R o b a k, E. ( 1 9 9 8): S er u m l e v els of 
i nt erl e u ki n- 6 t y p e c yt o ki n es a n d s ol u bl e i nt erl e u ki n-6 r e c e pt or i n p ati e nts wit h 
r h e u m at oi d art hritis. I n: M e di at ors of i nf l a m m ati o n 7 ( 5), S. 3 4 7– 3 5 3. 

R os e -J o h n, St ef a n ( 2 0 1 2): I L-6 tr a ns -si g n ali n g vi a t h e s ol u bl e I L -6 r e c e pt or: i m p ort a n c e 
f or t h e pr o-i nfl a m m at or y a cti viti es of I L- 6. I n: I nt er n ati o n al j o ur n al of bi ol o gi c al 
s ci e n c es 8 ( 9), S. 1 2 3 7 – 1 2 4 7. 

R os e -J o h n, S. u n d H ei nri c h, P. C. ( 1 9 9 4): S ol u bl e r e c e pt ors f or c yt o ki n es a n d gr o wt h 
f a ct ors: g e n er ati o n a n d bi ol o gi c al f u n cti o n. I n: T h e Bi o c h e mi c al j o ur n al 3 0 0 Pt 2, S. 
2 8 1 – 2 9 0. 

R os e -J o h n, S., Mits u y a m a, K., M ats u m ot o, S., T h aiss, W olf g a n g M. u n d S c h ell er, J. 
( 2 0 0 9): I nt erl e u kin- 6 tr a ns- si g n ali n g a n d c ol o ni c c a n c er ass o ci at e d wit h 
i nfl a m m at or y b o w el dis e as e. I n: C urr e nt p h ar m a c e uti c al d esi g n 1 5 ( 1 8), S. 2 0 9 5 –
2 1 0 3. 

R os e -J o h n, S., W a et zi g, G. H., S c h ell er, J., Gr ot zi n g er, J. u n d S e e g ert, D. ( 2 0 0 7): T h e 
I L-6/sI L - 6 R c o m pl e x as a n o v el t ar g et f or t h er a p e uti c a p pr o a c h es. I n: E x p ert o pi ni o n 
o n t h er a p e uti c t ar g ets 1 1 ( 5), S. 6 1 3 – 6 2 4. 

S as a ki, A., Y as u k a w a, H., S h o u d a, T., Kit a m ur a, T., Di ki c, I. u n d Y os hi m ur a, A. 
( 2 0 0 0): CI S 3/ S O C S- 3 s u p pr ess es er yt hr o p oi eti n ( E P O) si g n ali n g b y bi n di n g t h e E P O 
r e c e pt or a n d J A K 2. I n: T h e j o ur n al of bi ol o gi c al c h e mistr y 2 7 5 ( 3 8), S. 2 9 3 3 8 –
2 9 3 4 7. 

S as a ki, A., Y as u k a w a, H., S u z u ki, A., K a mi z o n o, S., S y o d a, T., Ki nj y o, I., S as a ki, M., 
J o h nst o n, J. A. u n d Y os hi m ur a, A. ( 1 9 9 9): C yt o ki n e-i n d u ci bl e S H 2 pr ot ei n- 3 
( CI S 3/S O C S 3) i n hi bits J a n us t yr osi n e ki n as e b y bi n di n g t hr o u g h t h e N- t er mi n al 
ki n as e i n hi bit or y r e gi o n as w ell as S H 2 d o m ai n. I n: G e n es t o c ells : d e v ot e d t o 
m ol e c ul ar & c ell ul ar m e c h a nis ms 4 ( 6), S. 3 3 9 – 3 5 1. 

S c a m bi a, G., T est a, U., P a ni ci, P. B., M art u c ci, R., F oti, E., P etri ni, M., A m or os o, M., 
M as ci ull o, V., P es c hl e, C. u n d M a n c us o, S. ( 1 9 9 4): I nt erl e u ki n- 6 s er u m l e v els i n 
p ati e nts wit h g y n e c ol o gi c al t u m ors. I n: I nt er n ati o n al j o ur n al of c a n c er 5 7 ( 3), S. 
3 1 8 – 3 2 3. 
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S c h ell er J., Gr öt zi n g er J. u n d R os e-J o h n S. ( 2 0 0 6): U p d ati n g i nt erl e u ki n- 6 cl assi c - a n d 
tr a ns-si g n ali n g. I n: Si g n al tr a ns d u cti o n 6 ( 4), S. 2 4 0– 2 5 9. 

S c h ell er, J., C h al aris, A., S c h mi dt- Arr as, D. u n d R os e-J o h n, S. ( 2 0 1 1): T h e pr o- a n d 
a nti-i nfl a m m at or y pr o p e rti es of t h e c yt o ki n e i nt erl e u ki n-6. I n: Bi o c hi mi c a et 
bi o p h ysi c a a ct a 1 8 1 3 ( 5), S. 8 7 8 – 8 8 8. 

S c h ell er, J. u n d R os e-J o h n, S. ( 2 0 0 6): I nt erl e u ki n- 6 a n d its r e c e pt or: fr o m b e n c h t o 
b e dsi d e . I n: M e di c al mi cr o bi ol o g y a n d i m m u n ol o g y 1 9 5 ( 4), S. 1 7 3– 1 8 3. 

S c h mit z, J., W eiss e n b a c h, M., H a a n, S., H ei nri c h, P. C. u n d S c h a p er, F. ( 2 0 0 0): S O C S 3 
e x erts its i n hi bit or y f u n cti o n o n i nt erl e u ki n- 6 si g n al tr a ns d u cti o n t hr o u g h t h e S H P 2 
r e cr uit m e nt sit e of g p 1 3 0. I n: T h e j o ur n al of bi ol o gi c al c h e mistr y 2 7 5 ( 1 7), S. 
1 2 8 4 8 – 1 2 8 5 6. 

S c hr o ers, A., H e c ht, O., K all e n, K.- J., P a c ht a, M., R os e -J o h n, S. u n d Gr ot zi n g er, J. 
( 2 0 0 5): D y n a mi cs of t h e g p 1 3 0 c yt o ki n e c o m pl e x: a m o d el f or ass e m bl y o n t h e 
c ell ul ar m e m br a n e. I n: Pr ot ei n s ci e n c e: a p u bli c ati o n of t h e pr ot ei n s o ci et y 1 4 ( 3), S. 
7 8 3 – 7 9 0. 

S e ki m ot o, T., I m a m ot o, N., N a k aji m a, K., Hir a n o, T. u n d Y o n e d a, Y. ( 1 9 9 7): 
E xtr a c ell ul ar si g n al - d e p e n d e nt n u cl e ar i m p ort of St at 1 is m e di at e d b y n u cl e ar p or e-
t ar g eti n g c o m pl e x f or m ati o n wit h N PI- 1, b ut n ot R c h 1. I n: T h e E M B O j o ur n al ( 2 3), 
S. 7 0 6 7 – 7 0 7 7. 

S o n g, W., Z h a n g, F. u n d Li, Z. ( 2 0 0 0): A q u a ntit ati v e a n al ysis of I L- 6 m R N A 
e x pr essi o n of p eri p h er al bl o o d m o n o c yt e c ell i n p ati e nts wit h c hr o ni c h e p atitis B. I n: 
Z h o n g h u a g a nz a n g bi n g z az hi 8 ( 6), S. 3 4 6– 3 4 7. 

S pr e c h er, C. A., Gr a nt, F.J., B a u m g art n er, J. W., Pr es n ell, S. R., S c hr a d er, S. K., 
Y a m a gi w a, T., W hit m or e, T. E., O' H ar a, P.J. u n d F ost er, D. F. ( 1 9 9 8): Cl o ni n g a n d 
c h ar a ct eri z ati o n of a n o v el cl ass I c yt o ki n e r e c e pt or. I n: Bi o c h e mi c al a n d bi o p h ysi c al 
r es e ar c h c o m m u ni c ati o ns 2 4 6 ( 1), S. 8 2 – 9 0. 

Str a u b, R. H., M ü ll er- L a d n er, U., Li c hti n g er, T., S c h öl m eri c h, J., M e n ni n g er, H. u n d 
L a n g, B. ( 1 9 9 7): D e cr e as e of i nt erl e u ki n 6 d uri n g t h e first 1 2 m o nt hs is a pr o g n osti c 
m ar k er f or cli ni c al o ut c o m e d uri n g 3 6 m o nt hs tr e at m e nt wit h dis e as e - m o dif yi n g 
a nti-r h e u m ati c dr u gs. I n: Britis h j o ur n al of r h e u m at ol o g y 3 6 ( 1 2), S. 1 2 9 8 – 1 3 0 3. 

T a g a, T., Hi bi, M., Hir at a, Y., Y a m a s a ki, K., Y as u k a w a, K., M ats u d a, T., Hir a n o, T. 
u n d Kis hi m ot o, T. ( 1 9 8 9): I nt erl e u ki n- 6 tri g g ers t h e ass o ci ati o n of its r e c e pt or wit h a 
p ossi bl e si g n al tr a ns d u c er, g p 1 3 0. I n: C ell 5 8 ( 3), S. 5 7 3 – 5 8 1. 

v a n D a m, M., M ull b er g, J., S c h o olti n k, H., St o y a n, T., Br a k e n h off, J. P., Gr a e v e, L., 
H ei nri c h, P. C. u n d R os e-J o h n, S. ( 1 9 9 3): Str u ct ur e-f u n cti o n a n al ysis of i nt erl e u ki n- 6 
utili zi n g h u m a n/ m uri n e c hi m eri c m ol e c ul es. I n v ol v e m e nt of t w o s e p ar at e d o m ai ns i n 
r e c e pt or bi n di n g. I n: T h e j o ur n al of bi ol o gi c al c h e mistr y 2 6 8 ( 2 0), S. 1 5 2 8 5 – 1 5 2 9 0. 

V er di er, F., C hr eti e n, S., M ull er, O., V arl et, P., Y os hi m ur a, A., Giss el br e c ht, S., 
L a c o m b e, C. u n d M a y e u x, P. ( 1 9 9 8): Pr ot e as o m es r e g ul at e er yt hr o p oi eti n r e c e pt or 
a n d si g n al tr a ns d u c er a n d a cti v at or of tr a ns cri pti o n 5 ( S T A T 5) a cti v ati o n. P ossi bl e 
i n v ol v e m e nt of t h e u bi q uiti n at e d Cis pr ot ei n. I n: T h e j o ur n al of bi ol o gi c al c h e mistr y 
2 7 3 ( 4 3), S. 2 8 1 8 5– 2 8 1 9 0. 
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W a a g e, A., H alst e ns e n, A., S h al a b y, R., Br a n dt z a e g, P., Ki er ulf, P. u n d E s p e vi k, T. 
( 1 9 8 9): L o c al pr o d u cti o n of t u m or n e cr osis f a ct or al p h a, i nt erl e u ki n 1, a n d 
i nt erl e u ki n 6 i n m e ni n g o c o c c al m e ni n gitis. R el ati o n t o t h e i nfl a m m at or y r es p o ns e. 
I n: T h e j o ur n al of e x p eri m e nt al m e di ci n e 1 7 0 ( 6), S. 1 8 5 9 – 1 8 6 7. 

W a n g, Z., Si, X., X u, A., M e n g, X., G a o, S., Qi, Y., Z h u, L., Li, T., Li, W. u n d D o n g, L. 
( 2 0 1 3): A cti v ati o n of S T A T 3 i n h u m a n g astri c c a n c er c ells vi a i nt erl e u ki n 
(I L)- 6-t y p e c yt o ki n e si g n ali n g c orr el at es wit h cli ni c al i m pli c atio ns. I n: Pl o S o n e 8 
( 1 0), e 7 5 7 8 8 

Y a n g, H., Qi, H., R e n, J., C ui, J., Li, Z., W al d u m, H. L. u n d C ui, G. ( 2 0 1 4): I n v ol v e m e nt 
of N F - k a p p a B/I L-6 P at h w a y i n t h e Pr o c essi n g of C ol or e ct al C ar ci n o g e n esis i n 
C olitis Mi c e. I n: I nt er n ati o n al j o ur n al of i nfl a m m ati o n 2 0 1 4 ( 2 0 1 4), S. 1 3 0 9 8 1. 

Z h a n g, F., Y a o, S., Y u a n, J., Z h a n g, M., H e, Q., Y a n g, G., G a o, Z., Li u, H., C h e n, X. 
u n d Z h o u, B. ( 2 0 1 1): El e v at e d I L- 6 r e c e pt or e x pr essi o n o n C D 4 + T c ells c o ntri b ut es 
t o t h e i n cr e as e d T h 1 7 r es p o ns es i n p ati e nts wit h c hr o ni c h e p atitis B. I n: Vir ol o g y 
j o ur n al 8 ( 2 0 1 1), S. 2 7 0. 
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8. A n h a n g

8. 1 A b k ü r z u n g s v er z ei c h ni s  

A D A M  a disi nt e gri n a n d m et all o pr ot ei n as e  

A m p  A m pi cilli n  

A P R  A k ut -P h as e -R e a kti o n  

A P S  A m m o ni u m p ers ulf at  

B p  B as e n p a ar e  

B S A  b o vi n es S er u m al b u mi n  

B S G  Bl uts e n k u n gs g es c h wi n di g eit  

C B M  Z yt o ki n -Bi n d e m oti v  

C E D  c hr o nis c h e nt z ü n dli c h e D ar m er kr a n k u n g  

C H B  c hr o nis c h e H e p atitis B  

Cis Pr ot ei n e  c yt o ki n e i n d u ci bl e S H 2  Pr ot ei n e  

C N T F  zili ar er n e utr o p hil er F a kt or  

C R P  C -r e a kti v es Pr ot ei n

C T -1  C ar di otr o p hi n -І

C T B  C ell Tit er Bl u e

D 1 ( 2, 3)  D o m ä n e 1 ( 2, 3)

D M E M  D ul b e c c o's M o difi e d E a gl e's m e di u m

D A N N  D es o x yri b o n u kl ei ns ä ur e

d N T Ps  D es o x y -N u kl e oti d -Mi x

E C L  C h e m ol u mi n es z e n zr e a kti o n

E D T A  Et h yl e n di a mi nt etr a essi gs ä ur e

E LI S A  E n z y m e -Li n k e d -I m m u ns or b e nt-Ass a y

E p o R  Er yt hr o p o eti n R e z e pt or

F C S  f et al es K äl b ers er u m

G -C S F Gr a n ul o z yt e n K ol o ni e -sti m uli er e n d e n

F a kt or

G F P  gr ü n fl u or es zi er e n d es Pr ot ei n

G M -C S F  Gr a n ul o z yt e n -M a kr o p a g e n K ol o ni e -

sti m uli er e n d e n F a kt or
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g p 1 3 0  Gl y k o pr ot ei n 1 3 0  

HI L -6  H y p er I nt erl e u ki n 6  

HI V  h u m a n i m m u n o d efi ci e n c y vir us  

I C A M-1  i nt er c ell ul ar a d h esi o n m ol e c ul e-1  

I C D i ntr a z ell ul är e D o m ä n e 

I L I nt erl e u ki n 

I L-6 R  m e m br a nst ä n di g er I nt erl e u ki n 6 R e z e pt or  

J A K  J a n us -Ki n as e  

k D a  Kil o D alt o n  

L B  L uri a -B ert a ni  

LI F  L e u k ä mi e i n hi bi er e n d er F a kt or  

M A P K  mit o g e n -a cti v at e d pr ot ei n ki n as e   

M C P -1  m o n o c yt e c h e m o attr a ct a nt pr ot ei n -1  

M L B  Mil d L ysis B uff er  

m R N A  m ess e n g er Ri b o n u kl ei ns ä ur e  

N a Cl  N atri u m c hl ori d  

N a O H  N atri u m h y dr o xi d  

O S M  O n c ost ati n M  

P a g e  P ol y a cr yl a mi d -G el el e ktr o p h or es e  

P B S  p h os p h at g e p uff ert e S al zl ös u n g  

P B S -T  p h os p h at g e p uff ert e S al zl ös u n g  mit 

T w e e n  

P C R  P ol y m er as e -K ett e nr e a kti o n  

PI A S Pr ot ei n e  pr ot ei n -i n hi bit or-of -a cti v at e d -S T A T 

Pr ot ei n e  

PI 3 K  p h os p h ati d yl -i n osit ol-3 -ki n as e  

P M A  P h or b ol -1 2 -m yrist at -1 3 -a c et at  

P O D  P er o xi d as e  

P V D F -M e m br a n  P ol y vi n yli d e nfl u ori d -M e m br a n  

R F  R h e u m a -F a kt or  

R L U  R el ati v e Li g ht U nits  

R N as e  Ri b o n u kl e as e  
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R p m  r o u n ds p er mi n ut e 

S D S  S o di u m D o d e c yl S ulf at e  

sI L-6 R  l ösli c h er I nt erl e u ki n 6 R e z e pt or 

S O C S Pr ot ei n e  s u p pr ess or-of -c yt o ki n e -si g n ali n g Pr ot ei n e  

S SIs  S T A T -i n d u c e d S T A T i n hi bit ors 

S T A T Pr ot ei n e  si g n al tr a ns d u c er  a n d a cti v at or of 

tr a ns cri pti o n Pr ot ei n e 

T A E -P uff er  T RI S -A c et at -E D T A -P uff er  

T B E -P uff er  Tris -B or at -E D T A -P uff er  

T E  Tr y psi n/ E D T A  

T E M E D  Tetr a m et h yl et h yl e n di a mi n  

T M D  Tr a ns m e m br a n d o m ä n e  

T N F α  T u m or n e kr os ef a kt or α  

T P O  T hr o m b o p o eti n  

Tris  Tris( h y dr o x y m et h yl) -a mi n o m et h a n  

Tris -H C L  Tris( h y dr o x y m et h yl) -a mi n o m et h a n -

H y dr o c hl ori d 

V C A M -1  v as c ul ar c ell a d h esi o n m ol e c ul e -1  
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8. 2 Pl a s mi d k a rt e n  

A b b. 8 . 2. 1: Pl a s mi d k a rt e p c D N A 3. 1-hI L -6 R  

 

    1  C D N A R G G A C G  G A T C G G G A G A  T C T C C C G A T C  C C C T A T G G T G  C A C T C T C A G T  
   5 1  A C A A T C T G C T  C T G A T G C C G C  A T A G T T A A G C  C A G T A T C T G C  T C C C T G C T T G  
  1 0 1  T G T G T T G G A G  G T C G C T G A G T  A G T G C G C G A G  C A A A A T T T A A  G C T A C A A C A A  
  1 5 1  G G C A A G G C T T  G A C C G A C A A T  T G C A T G A A G A  A T C T G C T T A G  G G T T A G G C G T  
  2 0 1  T T T G C G C T G C  T T C G C G A T G T  A C G G G C C A G A  T A T A C G C G T T  G A C A T T G A T T  
  2 5 1  A T T G A C T A G T  T A T T A A T A G T  A A T C A A T T A C  G G G G T C A T T A  G T T C A T A G C C  
  3 0 1  C A T A T A T G G A  G T T C C G C G T T  A C A T A A C T T A  C G G T A A A T G G  C C C G C C T G G C  
  3 5 1  T G A C C G C C C A  A C G A C C C C C G  C C C A T T G A C G  T C A A T A A T G A  C G T A T G T T C C  
  4 0 1  C A T A G T A A C G  C C A A T A G G G A  C T T T C C A T T G  A C G T C A A T G G  G T G G A G T A T T  
  4 5 1  T A C G G T A A A C  T G C C C A C T T G  G C A G T A C A T C  A A G T G T A T C A  T A T G C C A A G T  
  5 0 1  A C G C C C C C T A  T T G A C G T C A A  T G A C G G T A A A  T G G C C C G C C T  G G C A T T A T G C  
  5 5 1  C C A G T A C A T G  A C C T T A T G G G  A C T T T C C T A C  T T G G C A G T A C  A T C T A C G T A T  
  6 0 1  T A G T C A T C G C  T A T T A C C A T G  G T G A T G C G G T  T T T G G C A G T A  C A T C A A T G G G  
  6 5 1  C G T G G A T A G C  G G T T T G A C T C  A C G G G G A T T T  C C A A G T C T C C  A C C C C A T T G A  
  7 0 1  C G T C A A T G G G  A G T T T G T T T T  G G C A C C A A A A  T C A A C G G G A C  T T T C C A A A A T  
  7 5 1  G T C G T A A C A A  C T C C G C C C C A  T T G A C G C A A A  T G G G C G G T A G  G C G T G T A C G G  
  8 0 1  T G G G A G G T C T  A T A T A A G C A G  A G C T C T C T G G  C T A A C T A G A G  A A C C C A C T G C  
  8 5 1  T T A C T G G C T T  A T C G A A A T T A  A T A C G A C T C A  C T A T A G G G A G  A C C C A A G C T G  
  9 0 1  G C T A G C G T T T  A A A C T T A A G C  T T G C A T G C C A  C G C G T C T C G A  G G G C C C C T G C  
  9 5 1  A G G T C G A G A T  C C A T T G T G C T  C T A A A G T C A T  G T G C G A G T G G  G A A G T C G C A C  
 1 0 0 1  T G A C A C T G A G  C C G G G C C A G A  G G G A G A G G A G  C C G A G C G C G G  C G C G G G G C C G  
 1 0 5 1  A G G G A C T C G C  A G T G T G T G T A  G A G A G C C G G G  C T C C T G C G G A  T G G G G G C T G C  
 1 1 0 1  C C C C G G G G C C  T G A G C C C G C C  T G C C C G C C C A  C C G C C C C G C C  C C G C C C C T G C  
 1 1 5 1  C A C C C C T G C C  G C C C G G T T C C  C A T T A G C C T G  T C C G C C T C T G  C G G G A C C A T G  
 1 2 0 1  G A G T G G T A G C  C G A G G A G G A A  G C A T G C T G G C  C G T C G G C T G C  G C G C T G C T G G  
 1 2 5 1  C T G C C C T G C T  G G C C G C G C C G  G G A G C G G C G C  T G G C C C C A A G  G C G C T G C C C T  
 1 3 0 1  G C G C A G G A G G  T G G C G A G A G G  C G T G C T G A C C  A G T C T G C C A G  G A G A C A G C G T  
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 1 3 5 1  G A C T C T G A C C  T G C C C G G G G G  T A G A G C C G G A  A G A C A A T G C C  A C T G T T C A C T  
 1 4 0 1  G G G T G C T C A G  G A A G C C G G C T  G C A G G C T C C C  A C C C C A G C A G  A T G G G C T G G C  
 1 4 5 1  A T G G G A A G G A  G G C T G C T G C T  G A G G T C G G T G  C A G C T C C A C G  A C T C T G G A A A  
 1 5 0 1  C T A T T C A T G C  T A C C G G G C C G  G C C G C C C A G C  T G G G A C T G T G  C A C T T G C T G G  
 1 5 5 1  T G G A T G T T C C  C C C C G A G G A G  C C C C A G C T C T  C C T G C T T C C G  G A A G A G C C C C  
 1 6 0 1  C T C A G C A A T G  T T G T T T G T G A  G T G G G G T C C T  C G G A G C A C C C  C A T C C C T G A C  
 1 6 5 1  G A C A A A G G C T  G T G C T C T T G G  T G A G G A A G T T  T C A G A A C A G T  C C G G C C G A A G  
 1 7 0 1  A C T T C C A G G A  G C C G T G C C A G  T A T T C C C A G G  A G T C C C A G A A  G T T C T C C T G C  
 1 7 5 1  C A G T T A G C A G  T C C C G G A G G G  A G A C A G C T C T  T T C T A C A T A G  T G T C C A T G T G  
 1 8 0 1  C G T C G C C A G T  A G T G T C G G G A  G C A A G T T C A G  C A A A A C T C A A  A C C T T T C A G G  
 1 8 5 1  G T T G T G G A A T  C T T G C A G C C T  G A T C C G C C T G  C C A A C A T C A C  A G T C A C T G C C  
 1 9 0 1  G T G G C C A G A A  A C C C C C G C T G  G C T C A G T G T C  A C C T G G C A A G  A C C C C C A C T C  
 1 9 5 1  C T G G A A C T C A  T C T T T C T A C A  G A C T A C G G T T  T G A G C T C A G A  T A T C G G G C T G  
 2 0 0 1  A A C G G T C A A A  G A C A T T C A C A  A C A T G G A T G G  T C A A G G A C C T  C C A G C A T C A C  
 2 0 5 1  T G T G T C A T C C  A C G A C G C C T G  G A G C G G C C T G  A G G C A C G T G G  T G C A G C T T C G  
 2 1 0 1  T G C C C A G G A G  G A G T T C G G G C  A A G G C G A G T G  G A G C G A G T G G  A G C C C G G A G G  
 2 1 5 1  C C A T G G G C A C  G C C T T G G A C A  G A A T C C A G G A  G T C C T C C A G C  T G A G A A C G A G  
 2 2 0 1  G T G T C C A C C C  C C A T G C A G G C  A C T T A C T A C T  A A T A A A G A C G  A T G A T A A T A T  
 2 2 5 1  T C T C T T C A G A  G A T T C T G C A A  A T G C G A C A A G  C C T C C C A G T G  C A A G A T T C T T  
 2 3 0 1  C T T C A G T A C C  A C T G C C C A C A  T T C C T G G T T G  C T G G A G G G A G  C C T G G C C T T C  
 2 3 5 1  G G A A C G C T C C  T C T G C A T T G C  C A T T G T T C T G  A G G T T C A A G A  A G A C G T G G A A  
 2 4 0 1  G C T G C G G G C T  C T G A A G G A A G  G C A A G A C A A G  C A T G C A T C C G  C C G T A C T C T T  
 2 4 5 1  T G G G G C A G C T  G G T C C C G G A G  A G G C C T C G A C  C C A C C C C A G T  G C T T G T T C C T  
 2 5 0 1  C T C A T C T C C C  C A C C G G T G T C  C C C C A G C A G C  C T G G G G T C T G  A C A A T A C C T C  
 2 5 5 1  G A G C C A C A A C  C G A C C A G A T G  C C A G G G A C C C  A C G G A G C C C T  T A T G A C A T C A  
 2 6 0 1  G C A A T A C A G A  C T A C T T C T T C  C C C A G A T A A G  C G G C C G C T C G  A G T C T A G A G G  
 2 6 5 1  G C C C G T T T A A  A C C C G C T G A T  C A G C C T C G A C  T G T G C C T T C T  A G T T G C C A G C  
 2 7 0 1  C A T C T G T T G T  T T G C C C C T C C  C C C G T G C C T T  C C T T G A C C C T  G G A A G G T G C C  
 2 7 5 1  A C T C C C A C T G  T C C T T T C C T A  A T A A A A T G A G  G A A A T T G C A T  C G C A T T G T C T  
 2 8 0 1  G A G T A G G T G T  C A T T C T A T T C  T G G G G G G T G G  G G T G G G G C A G  G A C A G C A A G G  
 2 8 5 1  G G G A G G A T T G  G G A A G A C A A T  A G C A G G C A T G  C T G G G G A T G C  G G T G G G C T C T  
 2 9 0 1  A T G G C T T C T G  A G G C G G A A A G  A A C C A G C T G G  G G C T C T A G G G  G G T A T C C C C A  
 2 9 5 1  C G C G C C C T G T  A G C G G C G C A T  T A A G C G C G G C  G G G T G T G G T G  G T T A C G C G C A  
 3 0 0 1  G C G T G A C C G C  T A C A C T T G C C  A G C G C C C T A G  C G C C C G C T C C  T T T C G C T T T C  
 3 0 5 1  T T C C C T T C C T  T T C T C G C C A C  G T T C G C C G G C  T T T C C C C G T C  A A G C T C T A A A  
 3 1 0 1  T C G G G G G C T C  C C T T T A G G G T  T C C G A T T T A G  T G C T T T A C G G  C A C C T C G A C C  
 3 1 5 1  C C A A A A A A C T  T G A T T A G G G T  G A T G G T T C A C  G T A G T G G G C C  A T C G C C C T G A  
 3 2 0 1  T A G A C G G T T T  T T C G C C C T T T  G A C G T T G G A G  T C C A C G T T C T  T T A A T A G T G G  
 3 2 5 1  A C T C T T G T T C  C A A A C T G G A A  C A A C A C T C A A  C C C T A T C T C G  G T C T A T T C T T  
 3 3 0 1  T T G A T T T A T A  A G G G A T T T T G  C C G A T T T C G G  C C T A T T G G T T  A A A A A A T G A G  
 3 3 5 1  C T G A T T T A A C  A A A A A T T T A A  C G C G A A T T A A  T T C T G T G G A A  T G T G T G T C A G  
 3 4 0 1  T T A G G G T G T G  G A A A G T C C C C  A G G C T C C C C A  G C A G G C A G A A  G T A T G C A A A G  
 3 4 5 1  C A T G C A T C T C  A A T T A G T C A G  C A A C C A G G T G  T G G A A A G T C C  C C A G G C T C C C  
 3 5 0 1  C A G C A G G C A G  A A G T A T G C A A  A G C A T G C A T C  T C A A T T A G T C  A G C A A C C A T A  
 3 5 5 1  G T C C C G C C C C  T A A C T C C G C C  C A T C C C G C C C  C T A A C T C C G C  C C A G T T C C G C  
 3 6 0 1  C C A T T C T C C G  C C C C A T G G C T  G A C T A A T T T T  T T T T A T T T A T  G C A G A G G C C G  
 3 6 5 1  A G G C C G C C T C  T G C C T C T G A G  C T A T T C C A G A  A G T A G T G A G G  A G G C T T T T T T  
 3 7 0 1  G G A G G C C T A G  G C T T T T G C A A  A A A G C T C C C G  G G A G C T T G T A  T A T C C A T T T T  
 3 7 5 1  C G G A T C T G A T  C A A G A G A C A G  G A T G A G G A T C  G T T T C G C A T G  A T T G A A C A A G  
 3 8 0 1  A T G G A T T G C A  C G C A G G T T C T  C C G G C C G C T T  G G G T G G A G A G  G C T A T T C G G C  
 3 8 5 1  T A T G A C T G G G  C A C A A C A G A C  A A T C G G C T G C  T C T G A T G C C G  C C G T G T T C C G  
 3 9 0 1  G C T G T C A G C G  C A G G G G C G C C  C G G T T C T T T T  T G T C A A G A C C  G A C C T G T C C G  
 3 9 5 1  G T G C C C T G A A  T G A A C T G C A G  G A C G A G G C A G  C G C G G C T A T C  G T G G C T G G C C  
 4 0 0 1  A C G A C G G G C G  T T C C T T G C G C  A G C T G T G C T C  G A C G T T G T C A  C T G A A G C G G G  
 4 0 5 1  A A G G G A C T G G  C T G C T A T T G G  G C G A A G T G C C  G G G G C A G G A T  C T C C T G T C A T  
 4 1 0 1  C T C A C C T T G C  T C C T G C C G A G  A A A G T A T C C A  T C A T G G C T G A  T G C A A T G C G G  
 4 1 5 1  C G G C T G C A T A  C G C T T G A T C C  G G C T A C C T G C  C C A T T C G A C C  A C C A A G C G A A  
 4 2 0 1  A C A T C G C A T C  G A G C G A G C A C  G T A C T C G G A T  G G A A G C C G G T  C T T G T C G A T C  
 4 2 5 1  A G G A T G A T C T  G G A C G A A G A G  C A T C A G G G G C  T C G C G C C A G C  C G A A C T G T T C  
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 4 3 0 1  G C C A G G C T C A  A G G C G C G C A T  G C C C G A C G G C  G A G G A T C T C G  T C G T G A C C C A  
 4 3 5 1  T G G C G A T G C C  T G C T T G C C G A  A T A T C A T G G T  G G A A A A T G G C  C G C T T T T C T G  
 4 4 0 1  G A T T C A T C G A  C T G T G G C C G G  C T G G G T G T G G  C G G A C C G C T A  T C A G G A C A T A  
 4 4 5 1  G C G T T G G C T A  C C C G T G A T A T  T G C T G A A G A G  C T T G G C G G C G  A A T G G G C T G A  
 4 5 0 1  C C G C T T C C T C  G T G C T T T A C G  G T A T C G C C G C  T C C C G A T T C G  C A G C G C A T C G  
 4 5 5 1  C C T T C T A T C G  C C T T C T T G A C  G A G T T C T T C T  G A G C G G G A C T  C T G G G G T T C G  
 4 6 0 1  A A A T G A C C G A  C C A A G C G A C G  C C C A A C C T G C  C A T C A C G A G A  T T T C G A T T C C  
 4 6 5 1  A C C G C C G C C T  T C T A T G A A A G  G T T G G G C T T C  G G A A T C G T T T  T C C G G G A C G C  
 4 7 0 1  C G G C T G G A T G  A T C C T C C A G C  G C G G G G A T C T  C A T G C T G G A G  T T C T T C G C C C  
 4 7 5 1  A C C C C A A C T T  G T T T A T T G C A  G C T T A T A A T G  G T T A C A A A T A  A A G C A A T A G C  
 4 8 0 1  A T C A C A A A T T  T C A C A A A T A A  A G C A T T T T T T  T C A C T G C A T T  C T A G T T G T G G  
 4 8 5 1  T T T G T C C A A A  C T C A T C A A T G  T A T C T T A T C A  T G T C T G T A T A  C C G T C G A C C T  
 4 9 0 1  C T A G C T A G A G  C T T G G C G T A A  T C A T G G T C A T  A G C T G T T T C C  T G T G T G A A A T  
 4 9 5 1  T G T T A T C C G C  T C A C A A T T C C  A C A C A A C A T A  C G A G C C G G A A  G C A T A A A G T G  
 5 0 0 1  T A A A G C C T G G  G G T G C C T A A T  G A G T G A G C T A  A C T C A C A T T A  A T T G C G T T G C  
 5 0 5 1  G C T C A C T G C C  C G C T T T C C A G  T C G G G A A A C C  T G T C G T G C C A  G C T G C A T T A A  
 5 1 0 1  T G A A T C G G C C  A A C G C G C G G G  G A G A G G C G G T  T T G C G T A T T G  G G C G C T C T T C  
 5 1 5 1  C G C T T C C T C G  C T C A C T G A C T  C G C T G C G C T C  G G T C G T T C G G  C T G C G G C G A G  
 5 2 0 1  C G G T A T C A G C  T C A C T C A A A G  G C G G T A A T A C  G G T T A T C C A C  A G A A T C A G G G  
 5 2 5 1  G A T A A C G C A G  G A A A G A A C A T  G T G A G C A A A A  G G C C A G C A A A  A G G C C A G G A A  
 5 3 0 1  C C G T A A A A A G  G C C G C G T T G C  T G G C G T T T T T  C C A T A G G C T C  C G C C C C C C T G  
 5 3 5 1  A C G A G C A T C A  C A A A A A T C G A  C G C T C A A G T C  A G A G G T G G C G  A A A C C C G A C A  
 5 4 0 1  G G A C T A T A A A  G A T A C C A G G C  G T T T C C C C C T  G G A A G C T C C C  T C G T G C G C T C  
 5 4 5 1  T C C T G T T C C G  A C C C T G C C G C  T T A C C G G A T A  C C T G T C C G C C  T T T C T C C C T T  
 5 5 0 1  C G G G A A G C G T  G G C G C T T T C T  C A T A G C T C A C  G C T G T A G G T A  T C T C A G T T C G  
 5 5 5 1  G T G T A G G T C G  T T C G C T C C A A  G C T G G G C T G T  G T G C A C G A A C  C C C C C G T T C A  
 5 6 0 1  G C C C G A C C G C  T G C G C C T T A T  C C G G T A A C T A  T C G T C T T G A G  T C C A A C C C G G  
 5 6 5 1  T A A G A C A C G A  C T T A T C G C C A  C T G G C A G C A G  C C A C T G G T A A  C A G G A T T A G C  
 5 7 0 1  A G A G C G A G G T  A T G T A G G C G G  T G C T A C A G A G  T T C T T G A A G T  G G T G G C C T A A  
 5 7 5 1  C T A C G G C T A C  A C T A G A A G A A  C A G T A T T T G G  T A T C T G C G C T  C T G C T G A A G C  
 5 8 0 1  C A G T T A C C T T  C G G A A A A A G A  G T T G G T A G C T  C T T G A T C C G G  C A A A C A A A C C  
 5 8 5 1  A C C G C T G G T A  G C G G T T T T T T  T G T T T G C A A G  C A G C A G A T T A  C G C G C A G A A A  
 5 9 0 1  A A A A G G A T C T  C A A G A A G A T C  C T T T G A T C T T  T T C T A C G G G G  T C T G A C G C T C  
 5 9 5 1  A G T G G A A C G A  A A A C T C A C G T  T A A G G G A T T T  T G G T C A T G A G  A T T A T C A A A A  
 6 0 0 1  A G G A T C T T C A  C C T A G A T C C T  T T T A A A T T A A  A A A T G A A G T T  T T A A A T C A A T  
 6 0 5 1  C T A A A G T A T A  T A T G A G T A A A  C T T G G T C T G A  C A G T T A C C A A  T G C T T A A T C A  
 6 1 0 1  G T G A G G C A C C  T A T C T C A G C G  A T C T G T C T A T  T T C G T T C A T C  C A T A G T T G C C  
 6 1 5 1  T G A C T C C C C G  T C G T G T A G A T  A A C T A C G A T A  C G G G A G G G C T  T A C C A T C T G G  
 6 2 0 1  C C C C A G T G C T  G C A A T G A T A C  C G C G A G A C C C  A C G C T C A C C G  G C T C C A G A T T  
 6 2 5 1  T A T C A G C A A T  A A A C C A G C C A  G C C G G A A G G G  C C G A G C G C A G  A A G T G G T C C T  
 6 3 0 1  G C A A C T T T A T  C C G C C T C C A T  C C A G T C T A T T  A A T T G T T G C C  G G G A A G C T A G  
 6 3 5 1  A G T A A G T A G T  T C G C C A G T T A  A T A G T T T G C G  C A A C G T T G T T  G C C A T T G C T A  
 6 4 0 1  C A G G C A T C G T  G G T G T C A C G C  T C G T C G T T T G  G T A T G G C T T C  A T T C A G C T C C  
 6 4 5 1  G G T T C C C A A C  G A T C A A G G C G  A G T T A C A T G A  T C C C C C A T G T  T G T G C A A A A A  
 6 5 0 1  A G C G G T T A G C  T C C T T C G G T C  C T C C G A T C G T  T G T C A G A A G T  A A G T T G G C C G  
 6 5 5 1  C A G T G T T A T C  A C T C A T G G T T  A T G G C A G C A C  T G C A T A A T T C  T C T T A C T G T C  
 6 6 0 1  A T G C C A T C C G  T A A G A T G C T T  T T C T G T G A C T  G G T G A G T A C T  C A A C C A A G T C  
 6 6 5 1  A T T C T G A G A A  T A G T G T A T G C  G G C G A C C G A G  T T G C T C T T G C  C C G G C G T C A A  
 6 7 0 1  T A C G G G A T A A  T A C C G C G C C A  C A T A G C A G A A  C T T T A A A A G T  G C T C A T C A T T  
 6 7 5 1  G G A A A A C G T T  C T T C G G G G C G  A A A A C T C T C A  A G G A T C T T A C  C G C T G T T G A G  
 6 8 0 1  A T C C A G T T C G  A T G T A A C C C A  C T C G T G C A C C  C A A C T G A T C T  T C A G C A T C T T  
 6 8 5 1  T T A C T T T C A C  C A G C G T T T C T  G G G T G A G C A A  A A A C A G G A A G  G C A A A A T G C C  
 6 9 0 1  G C A A A A A A G G  G A A T A A G G G C  G A C A C G G A A A  T G T T G A A T A C  T C A T A C T C T T  
 6 9 5 1  C C T T T T T C A A  T A T T A T T G A A  G C A T T T A T C A  G G G T T A T T G T  C T C A T G A G C G  
 7 0 0 1  G A T A C A T A T T  T G A A T G T A T T  T A G A A A A A T A  A A C A A A T A G G  G G T T C C G C G C  
 7 0 5 1  A C A T T T C C C C  G A A A A G T G C C  A C C T G A C G T C  
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A b b. 8. 2. 2: Pl a s mi d k a rt e p c D N A 3. 1 -HI L - 6- F c 

 

    1  G A C G G A T C G G  G A G A T C T C C C  G A T C C C C T A T  G G T G C A C T C T  C A G T A C A A T C  
   5 1  T G C T C T G A T G  C C G C A T A G T T  A A G C C A G T A T  C T G C T C C C T G  C T T G T G T G T T  
  1 0 1  G G A G G T C G C T  G A G T A G T G C G  C G A G C A A A A T  T T A A G C T A C A  A C A A G G C A A G  
  1 5 1  G C T T G A C C G A  C A A T T G C A T G  A A G A A T C T G C  T T A G G G T T A G  G C G T T T T G C G  
  2 0 1  C T G C T T C G C G  A T G T A C G G G C  C A G A T A T A C G  C G T T G A C A T T  G A T T A T T G A C  
  2 5 1  T A G T T A T T A A  T A G T A A T C A A  T T A C G G G G T C  A T T A G T T C A T  A G C C C A T A T A  
  3 0 1  T G G A G T T C C G  C G T T A C A T A A  C T T A C G G T A A  A T G G C C C G C C  T G G C T G A C C G  
  3 5 1  C C C A A C G A C C  C C C G C C C A T T  G A C G T C A A T A  A T G A C G T A T G  T T C C C A T A G T  
  4 0 1  A A C G C C A A T A  G G G A C T T T C C  A T T G A C G T C A  A T G G G T G G A G  T A T T T A C G G T  
  4 5 1  A A A C T G C C C A  C T T G G C A G T A  C A T C A A G T G T  A T C A T A T G C C  A A G T A C G C C C  
  5 0 1  C C T A T T G A C G  T C A A T G A C G G  T A A A T G G C C C  G C C T G G C A T T  A T G C C C A G T A  
  5 5 1  C A T G A C C T T A  T G G G A C T T T C  C T A C T T G G C A  G T A C A T C T A C  G T A T T A G T C A  
  6 0 1  T C G C T A T T A C  C A T G G T G A T G  C G G T T T T G G C  A G T A C A T C A A  T G G G C G T G G A  
  6 5 1  T A G C G G T T T G  A C T C A C G G G G  A T T T C C A A G T  C T C C A C C C C A  T T G A C G T C A A  
  7 0 1  T G G G A G T T T G  T T T T G G C A C C  A A A A T C A A C G  G G A C T T T C C A  A A A T G T C G T A  
  7 5 1  A C A A C T C C G C  C C C A T T G A C G  C A A A T G G G C G  G T A G G C G T G T  A C G G T G G G A G  
  8 0 1  G T C T A T A T A A  G C A G A G C T C T  C T G G C T A A C T  A G A G A A C C C A  C T G C T T A C T G  
  8 5 1  G C T T A T C G A A  A T T A A T A C G A  C T C A C T A T A G  G G A G A C C C A A  G C T G G C T A G C  
  9 0 1  G T T T A A A C T T  A A G C T T G C C A  C C A T G C T G G C  A G T G G G C T G C  G C C C T G C T G G  
  9 5 1  C C G C C C T C C T  G G C T G C C C C T  G G C G C A G C G C  T G G C C C C C A G  A A G A T G C C C T  
 1 0 0 1  G C C C A G G A A G  T G G C C A G A G G  C G T G C T G A C C  A G C C T G C C C G  G C G A C A G C G T  
 1 0 5 1  G A C C C T G A C C  T G C C C T G G C G  T G G A G C C C G A  G G A C A A C G C C  A C C G T G C A C T  
 1 1 0 1  G G G T G C T G A G  A A A G C C T G C C  G C C G G A A G C C  A C C C C A G C A G  A T G G G C C G G C  
 1 1 5 1  A T G G G C A G G A  G A C T G C T G C T  G A G A A G C G T G  C A G C T C C A C G  A C A G C G G C A A  
 1 2 0 1  C T A C A G C T G C  T A C A G A G C C G  G C A G A C C T G C  C G G C A C C G T G  C A C C T C C T G G  
 1 2 5 1  T G G A C G T G C C  C C C C G A G G A G  C C T C A G C T G A  G C T G C T T C A G  G A A G A G C C C C  
 1 3 0 1  C T G A G C A A C G  T G G T G T G T G A  G T G G G G C C C C  A G A A G C A C C C  C C A G C C T G A C  
 1 3 5 1  C A C C A A G G C C  G T G C T G C T G G  T G A G G A A G T T  C C A G A A C A G C  C C T G C C G A G G  
 1 4 0 1  A T T T C C A G G A  G C C C T G C C A G  T A C A G C C A G G  A G A G C C A G A A  G T T C A G C T G C  
 1 4 5 1  C A G C T G G C C G  T G C C C G A G G G  C G A C A G C A G C  T T C T A C A T C G  T G T C C A T G T G  
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 1 5 0 1  C G T G G C C A G C  T C T G T G G G C A  G C A A G T T C A G  C A A G A C C C A G  A C C T T C C A G G  
 1 5 5 1  G C T G C G G C A T  C C T G C A G C C C  G A C C C T C C C G  C C A A C A T C A C  C G T G A C C G C C  
 1 6 0 1  G T G G C C A G A A  A T C C T A G A T G  G C T G A G C G T G  A C C T G G C A G G  A C C C T C A C A G  
 1 6 5 1  C T G G A A C A G C  T C C T T C T A C C  G G C T G A G A T T  C G A G C T G C G G  T A C A G G G C C G  
 1 7 0 1  A G A G A A G C A A  G A C C T T T A C C  A C C T G G A T G G  T G A A G G A C C T  G C A G C A C C A C  
 1 7 5 1  T G C G T G A T C C  A C G A C G C C T G  G A G C G G C C T G  A G A C A C G T G G  T G C A G C T G A G  
 1 8 0 1  A G C C C A G G A G  G A G T T C G G C C  A G G G C G A G T G  G A G C G A G T G G  T C C C C C G A G G  
 1 8 5 1  C C A T G G G C A C  C C C C T G G A C C  G A G A G C A G A A  G C C C T C C T G C  T C G T G G A G G A  
 1 9 0 1  G G G G G C A G C G  G C G G A G G A G G  A A G C G T G G A A  C C G G T G C C T C  C C G G C G A G G A  
 1 9 5 1  T A G C A A G G A C  G T G G C C G C C C  C C C A C A G A C A  G C C C C T G A C C  A G C A G C G A G A  
 2 0 0 1  G G A T C G A C A A  G C A G A T C C G G  T A C A T C C T G G  A T G G C A T C A G  C G C C C T G A G A  
 2 0 5 1  A A G G A G A C C T  G C A A C A A G A G  C A A C A T G T G C  G A G A G C A G C A  A G G A G G C C C T  
 2 1 0 1  G G C C G A G A A C  A A C C T G A A C C  T G C C C A A G A T  G G C C G A G A A G  G A C G G C T G C T  
 2 1 5 1  T C C A G A G C G G  C T T C A A C G A G  G A G A C C T G T C  T G G T G A A G A T  C A T C A C C G G C  
 2 2 0 1  C T G C T G G A G T  T C G A A G T G T A  C C T G G A G T A C  C T G C A G A A C C  G C T T C G A G A G  
 2 2 5 1  C A G C G A A G A G  C A G G C C A G A G  C C G T G C A G A T  G A G C A C C A A A  G T G C T G A T C C  
 2 3 0 1  A G T T C C T G C A  G A A G A A G G C C  A A G A A C C T G G  A C G C C A T C A C  C A C C C C C G A T  
 2 3 5 1  C C T A C C A C C A  A C G C C A G C C T  G C T G A C C A A G  C T G C A G G C C C  A G A A T C A G T G  
 2 4 0 1  G C T G C A G G A C  A T G A C C A C C C  A C C T G A T C C T  G C G G A G C T T C  A A G G A G T T T C  
 2 4 5 1  T G C A G A G C A G  C C T G A G G G C C  C T G A G A C A G G  C G G C C G C A G A  G T T C A G A T C C  
 2 5 0 1  T G C G A C A A G A  C C C A C A C C T G  T C C T C C T T G T  C C T G C T C C T G  A G G C T G A G G G  
 2 5 5 1  C G C T C C T T C T  G T G T T T C T G T  T C C C C C C A A A  G C C T A A G G A T  A C C C T G A T G A  
 2 6 0 1  T C T C C A G A A C  C C C T G A G G T G  A C A T G T G T G G  T G G T G G A T G T  G T C T C A T G A G  
 2 6 5 1  G A C C C C G A G G  T G A A G T T C A A  C T G G T A C G T G  G A T G G C G T G G  A G G T G C A C A A  
 2 7 0 1  T G C T A A G A C C  A A G C C T A G G G  A G G A G C A G T A  C A A C T C C A C C  T A C A G A G T G G  
 2 7 5 1  T G T C T G T G C T  G A C A G T G C T G  C A T C A G G A T T  G G C T G A A C G G  C A A G G A G T A C  
 2 8 0 1  A A G T G C A A G G  T G T C C A A C A A  G G C T C T G C C T  G C T C C T A T C G  A A A A G A C C A T  
 2 8 5 1  C T C C A A G G C T  A A G G G A C A G C  C T A G A G A G C C  T C A G G T G T A C  A C A C T G C C T C  
 2 9 0 1  C A T C T A G G G A  G G A G A T G A C C  A A G A A T C A G G  T G T C C C T G A C  C T G T C T G G T G  
 2 9 5 1  A A G G G C T T C T  A C C C T T C T G A  T A T C G C T G T G  G A G T G G G A G T  C T A A T G G C C A  
 3 0 0 1  G C C C G A G A A C  A A T T A C A A G A  C C A C C C C T C C  T G T G C T G G A T  T C T G A C G G C T  
 3 0 5 1  C C T T C T T C C T  G T A C T C C A A A  C T G A C C G T G G  A C A A G T C T A G  A T G G C A G C A G  
 3 1 0 1  G G C A A C G T G T  T C T C T T G T T C  C G T G A T G C A C  G A G G C T C T G C  A C A A T C A C T A  
 3 1 5 1  T A C C C A G A A G  T C C C T G T C T C  T G T C T C C T G G  C A A G T G A G G A  T C C A C T A G T C  
 3 2 0 1  C A G T G T G G T G  G A A T T T C G A G  T C T A G A G G G C  C C G T T T A A A C  C C G C T G A T C A  
 3 2 5 1  G C C T C G A C T G  T G C C T T C T A G  T T G C C A G C C A  T C T G T T G T T T  G C C C C T C C C C  
 3 3 0 1  C G T G C C T T C C  T T G A C C C T G G  A A G G T G C C A C  T C C C A C T G T C  C T T T C C T A A T  
 3 3 5 1  A A A A T G A G G A  A A T T G C A T C G  C A T T G T C T G A  G T A G G T G T C A  T T C T A T T C T G  
 3 4 0 1  G G G G G T G G G G  T G G G G C A G G A  C A G C A A G G G G  G A G G A T T G G G  A A G A C A A T A G  
 3 4 5 1  C A G G C A T G C T  G G G G A T G C G G  T G G G C T C T A T  G G C T T C T G A G  G C G G A A A G A A  
 3 5 0 1  C C A G C T G G G G  C T C T A G G G G G  T A T C C C C A C G  C G C C C T G T A G  C G G C G C A T T A  
 3 5 5 1  A G C G C G G C G G  G T G T G G T G G T  T A C G C G C A G C  G T G A C C G C T A  C A C T T G C C A G  
 3 6 0 1  C G C C C T A G C G  C C C G C T C C T T  T C G C T T T C T T  C C C T T C C T T T  C T C G C C A C G T  
 3 6 5 1  T C G C C G G C T T  T C C C C G T C A A  G C T C T A A A T C  G G G G G C T C C C  T T T A G G G T T C  
 3 7 0 1  C G A T T T A G T G  C T T T A C G G C A  C C T C G A C C C C  A A A A A A C T T G  A T T A G G G T G A  
 3 7 5 1  T G G T T C A C G T  A G T G G G C C A T  C G C C C T G A T A  G A C G G T T T T T  C G C C C T T T G A  
 3 8 0 1  C G T T G G A G T C  C A C G T T C T T T  A A T A G T G G A C  T C T T G T T C C A  A A C T G G A A C A  
 3 8 5 1  A C A C T C A A C C  C T A T C T C G G T  C T A T T C T T T T  G A T T T A T A A G  G G A T T T T G C C  
 3 9 0 1  G A T T T C G G C C  T A T T G G T T A A  A A A A T G A G C T  G A T T T A A C A A  A A A T T T A A C G  
 3 9 5 1  C G A A T T A A T T  C T G T G G A A T G  T G T G T C A G T T  A G G G T G T G G A  A A G T C C C C A G  
 4 0 0 1  G C T C C C C A G C  A G G C A G A A G T  A T G C A A A G C A  T G C A T C T C A A  T T A G T C A G C A  
 4 0 5 1  A C C A G G T G T G  G A A A G T C C C C  A G G C T C C C C A  G C A G G C A G A A  G T A T G C A A A G  
 4 1 0 1  C A T G C A T C T C  A A T T A G T C A G  C A A C C A T A G T  C C C G C C C C T A  A C T C C G C C C A  
 4 1 5 1  T C C C G C C C C T  A A C T C C G C C C  A G T T C C G C C C  A T T C T C C G C C  C C A T G G C T G A  
 4 2 0 1  C T A A T T T T T T  T T A T T T A T G C  A G A G G C C G A G  G C C G C C T C T G  C C T C T G A G C T  
 4 2 5 1  A T T C C A G A A G  T A G T G A G G A G  G C T T T T T T G G  A G G C C T A G G C  T T T T G C A A A A  
 4 3 0 1  A G C T C C C G G G  A G C T T G T A T A  T C C A T T T T C G  G A T C T G A T C A  A G A G A C A G G A  
 4 3 5 1  T G A G G A T C G T  T T C G C A T G A T  T G A A C A A G A T  G G A T T G C A C G  C A G G T T C T C C  
 4 4 0 1  G G C C G C T T G G  G T G G A G A G G C  T A T T C G G C T A  T G A C T G G G C A  C A A C A G A C A A  
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 4 4 5 1  T C G G C T G C T C  T G A T G C C G C C  G T G T T C C G G C  T G T C A G C G C A  G G G G C G C C C G  
 4 5 0 1  G T T C T T T T T G  T C A A G A C C G A  C C T G T C C G G T  G C C C T G A A T G  A A C T G C A G G A  
 4 5 5 1  C G A G G C A G C G  C G G C T A T C G T  G G C T G G C C A C  G A C G G G C G T T  C C T T G C G C A G  
 4 6 0 1  C T G T G C T C G A  C G T T G T C A C T  G A A G C G G G A A  G G G A C T G G C T  G C T A T T G G G C  
 4 6 5 1  G A A G T G C C G G  G G C A G G A T C T  C C T G T C A T C T  C A C C T T G C T C  C T G C C G A G A A  
 4 7 0 1  A G T A T C C A T C  A T G G C T G A T G  C A A T G C G G C G  G C T G C A T A C G  C T T G A T C C G G  
 4 7 5 1  C T A C C T G C C C  A T T C G A C C A C  C A A G C G A A A C  A T C G C A T C G A  G C G A G C A C G T  
 4 8 0 1  A C T C G G A T G G  A A G C C G G T C T  T G T C G A T C A G  G A T G A T C T G G  A C G A A G A G C A  
 4 8 5 1  T C A G G G G C T C  G C G C C A G C C G  A A C T G T T C G C  C A G G C T C A A G  G C G C G C A T G C  
 4 9 0 1  C C G A C G G C G A  G G A T C T C G T C  G T G A C C C A T G  G C G A T G C C T G  C T T G C C G A A T  
 4 9 5 1  A T C A T G G T G G  A A A A T G G C C G  C T T T T C T G G A  T T C A T C G A C T  G T G G C C G G C T  
 5 0 0 1  G G G T G T G G C G  G A C C G C T A T C  A G G A C A T A G C  G T T G G C T A C C  C G T G A T A T T G  
 5 0 5 1  C T G A A G A G C T  T G G C G G C G A A  T G G G C T G A C C  G C T T C C T C G T  G C T T T A C G G T  
 5 1 0 1  A T C G C C G C T C  C C G A T T C G C A  G C G C A T C G C C  T T C T A T C G C C  T T C T T G A C G A  
 5 1 5 1  G T T C T T C T G A  G C G G G A C T C T  G G G G T T C G A A  A T G A C C G A C C  A A G C G A C G C C  
 5 2 0 1  C A A C C T G C C A  T C A C G A G A T T  T C G A T T C C A C  C G C C G C C T T C  T A T G A A A G G T  
 5 2 5 1  T G G G C T T C G G  A A T C G T T T T C  C G G G A C G C C G  G C T G G A T G A T  C C T C C A G C G C  
 5 3 0 1  G G G G A T C T C A  T G C T G G A G T T  C T T C G C C C A C  C C C A A C T T G T  T T A T T G C A G C  
 5 3 5 1  T T A T A A T G G T  T A C A A A T A A A  G C A A T A G C A T  C A C A A A T T T C  A C A A A T A A A G  
 5 4 0 1  C A T T T T T T T C  A C T G C A T T C T  A G T T G T G G T T  T G T C C A A A C T  C A T C A A T G T A  
 5 4 5 1  T C T T A T C A T G  T C T G T A T A C C  G T C G A C C T C T  A G C T A G A G C T  T G G C G T A A T C  
 5 5 0 1  A T G G T C A T A G  C T G T T T C C T G  T G T G A A A T T G  T T A T C C G C T C  A C A A T T C C A C  
 5 5 5 1  A C A A C A T A C G  A G C C G G A A G C  A T A A A G T G T A  A A G C C T G G G G  T G C C T A A T G A  
 5 6 0 1  G T G A G C T A A C  T C A C A T T A A T  T G C G T T G C G C  T C A C T G C C C G  C T T T C C A G T C  
 5 6 5 1  G G G A A A C C T G  T C G T G C C A G C  T G C A T T A A T G  A A T C G G C C A A  C G C G C G G G G A  
 5 7 0 1  G A G G C G G T T T  G C G T A T T G G G  C G C T C T T C C G  C T T C C T C G C T  C A C T G A C T C G  
 5 7 5 1  C T G C G C T C G G  T C G T T C G G C T  G C G G C G A G C G  G T A T C A G C T C  A C T C A A A G G C  
 5 8 0 1  G G T A A T A C G G  T T A T C C A C A G  A A T C A G G G G A  T A A C G C A G G A  A A G A A C A T G T  
 5 8 5 1  G A G C A A A A G G  C C A G C A A A A G  G C C A G G A A C C  G T A A A A A G G C  C G C G T T G C T G  
 5 9 0 1  G C G T T T T T C C  A T A G G C T C C G  C C C C C C T G A C  G A G C A T C A C A  A A A A T C G A C G  
 5 9 5 1  C T C A A G T C A G  A G G T G G C G A A  A C C C G A C A G G  A C T A T A A A G A  T A C C A G G C G T  
 6 0 0 1  T T C C C C C T G G  A A G C T C C C T C  G T G C G C T C T C  C T G T T C C G A C  C C T G C C G C T T  
 6 0 5 1  A C C G G A T A C C  T G T C C G C C T T  T C T C C C T T C G  G G A A G C G T G G  C G C T T T C T C A  
 6 1 0 1  T A G C T C A C G C  T G T A G G T A T C  T C A G T T C G G T  G T A G G T C G T T  C G C T C C A A G C  
 6 1 5 1  T G G G C T G T G T  G C A C G A A C C C  C C C G T T C A G C  C C G A C C G C T G  C G C C T T A T C C  
 6 2 0 1  G G T A A C T A T C  G T C T T G A G T C  C A A C C C G G T A  A G A C A C G A C T  T A T C G C C A C T  
 6 2 5 1  G G C A G C A G C C  A C T G G T A A C A  G G A T T A G C A G  A G C G A G G T A T  G T A G G C G G T G  
 6 3 0 1  C T A C A G A G T T  C T T G A A G T G G  T G G C C T A A C T  A C G G C T A C A C  T A G A A G A A C A  
 6 3 5 1  G T A T T T G G T A  T C T G C G C T C T  G C T G A A G C C A  G T T A C C T T C G  G A A A A A G A G T  
 6 4 0 1  T G G T A G C T C T  T G A T C C G G C A  A A C A A A C C A C  C G C T G G T A G C  G G T T T T T T T G  
 6 4 5 1  T T T G C A A G C A  G C A G A T T A C G  C G C A G A A A A A  A A G G A T C T C A  A G A A G A T C C T  
 6 5 0 1  T T G A T C T T T T  C T A C G G G G T C  T G A C G C T C A G  T G G A A C G A A A  A C T C A C G T T A  
 6 5 5 1  A G G G A T T T T G  G T C A T G A G A T  T A T C A A A A A G  G A T C T T C A C C  T A G A T C C T T T  
 6 6 0 1  T A A A T T A A A A  A T G A A G T T T T  A A A T C A A T C T  A A A G T A T A T A  T G A G T A A A C T  
 6 6 5 1  T G G T C T G A C A  G T T A C C A A T G  C T T A A T C A G T  G A G G C A C C T A  T C T C A G C G A T  
 6 7 0 1  C T G T C T A T T T  C G T T C A T C C A  T A G T T G C C T G  A C T C C C C G T C  G T G T A G A T A A  
 6 7 5 1  C T A C G A T A C G  G G A G G G C T T A  C C A T C T G G C C  C C A G T G C T G C  A A T G A T A C C G  
 6 8 0 1  C G A G A C C C A C  G C T C A C C G G C  T C C A G A T T T A  T C A G C A A T A A  A C C A G C C A G C  
 6 8 5 1  C G G A A G G G C C  G A G C G C A G A A  G T G G T C C T G C  A A C T T T A T C C  G C C T C C A T C C  
 6 9 0 1  A G T C T A T T A A  T T G T T G C C G G  G A A G C T A G A G  T A A G T A G T T C  G C C A G T T A A T  
 6 9 5 1  A G T T T G C G C A  A C G T T G T T G C  C A T T G C T A C A  G G C A T C G T G G  T G T C A C G C T C  
 7 0 0 1  G T C G T T T G G T  A T G G C T T C A T  T C A G C T C C G G  T T C C C A A C G A  T C A A G G C G A G  
 7 0 5 1  T T A C A T G A T C  C C C C A T G T T G  T G C A A A A A A G  C G G T T A G C T C  C T T C G G T C C T  
 7 1 0 1  C C G A T C G T T G  T C A G A A G T A A  G T T G G C C G C A  G T G T T A T C A C  T C A T G G T T A T  
 7 1 5 1  G G C A G C A C T G  C A T A A T T C T C  T T A C T G T C A T  G C C A T C C G T A  A G A T G C T T T T  
 7 2 0 1  C T G T G A C T G G  T G A G T A C T C A  A C C A A G T C A T  T C T G A G A A T A  G T G T A T G C G G  
 7 2 5 1  C G A C C G A G T T  G C T C T T G C C C  G G C G T C A A T A  C G G G A T A A T A  C C G C G C C A C A  
 7 3 0 1  T A G C A G A A C T  T T A A A A G T G C  T C A T C A T T G G  A A A A C G T T C T  T C G G G G C G A A  
 7 3 5 1  A A C T C T C A A G  G A T C T T A C C G  C T G T T G A G A T  C C A G T T C G A T  G T A A C C C A C T  
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 7 4 0 1  C G T G C A C C C A  A C T G A T C T T C  A G C A T C T T T T  A C T T T C A C C A  G C G T T T C T G G  
 7 4 5 1  G T G A G C A A A A  A C A G G A A G G C  A A A A T G C C G C  A A A A A A G G G A  A T A A G G G C G A  
 7 5 0 1  C A C G G A A A T G  T T G A A T A C T C  A T A C T C T T C C  T T T T T C A A T A  T T A T T G A A G C  
 7 5 5 1  A T T T A T C A G G  G T T A T T G T C T  C A T G A G C G G A  T A C A T A T T T G  A A T G T A T T T A  
 7 6 0 1  G A A A A A T A A A  C A A A T A G G G G  T T C C G C G C A C  A T T T C C C C G A  A A A G T G C C A C  
 7 6 5 1  C T G A C G T C  
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    1  G A C G G A T C G G  G A G A T C T C C C  G A T C C C C T A T  G G T G C A C T C T  C A G T A C A A T C  
   5 1  T G C T C T G A T G  C C G C A T A G T T  A A G C C A G T A T  C T G C T C C C T G  C T T G T G T G T T  
  1 0 1  G G A G G T C G C T  G A G T A G T G C G  C G A G C A A A A T  T T A A G C T A C A  A C A A G G C A A G  
  1 5 1  G C T T G A C C G A  C A A T T G C A T G  A A G A A T C T G C  T T A G G G T T A G  G C G T T T T G C G  
  2 0 1  C T G C T T C G C G  A T G T A C G G G C  C A G A T A T A C G  C G T T G A C A T T  G A T T A T T G A C  
  2 5 1  T A G T T A T T A A  T A G T A A T C A A  T T A C G G G G T C  A T T A G T T C A T  A G C C C A T A T A  
  3 0 1  T G G A G T T C C G  C G T T A C A T A A  C T T A C G G T A A  A T G G C C C G C C  T G G C T G A C C G  
  3 5 1  C C C A A C G A C C  C C C G C C C A T T  G A C G T C A A T A  A T G A C G T A T G  T T C C C A T A G T  
  4 0 1  A A C G C C A A T A  G G G A C T T T C C  A T T G A C G T C A  A T G G G T G G A G  T A T T T A C G G T  
  4 5 1  A A A C T G C C C A  C T T G G C A G T A  C A T C A A G T G T  A T C A T A T G C C  A A G T A C G C C C  
  5 0 1  C C T A T T G A C G  T C A A T G A C G G  T A A A T G G C C C  G C C T G G C A T T  A T G C C C A G T A  
  5 5 1  C A T G A C C T T A  T G G G A C T T T C  C T A C T T G G C A  G T A C A T C T A C  G T A T T A G T C A  
  6 0 1  T C G C T A T T A C  C A T G G T G A T G  C G G T T T T G G C  A G T A C A T C A A  T G G G C G T G G A  
  6 5 1  T A G C G G T T T G  A C T C A C G G G G  A T T T C C A A G T  C T C C A C C C C A  T T G A C G T C A A  
  7 0 1  T G G G A G T T T G  T T T T G G C A C C  A A A A T C A A C G  G G A C T T T C C A  A A A T G T C G T A  
  7 5 1  A C A A C T C C G C  C C C A T T G A C G  C A A A T G G G C G  G T A G G C G T G T  A C G G T G G G A G  
  8 0 1  G T C T A T A T A A  G C A G A G C T C T  C T G G C T A A C T  A G A G A A C C C A  C T G C T T A C T G  
  8 5 1  G C T T A T C G A A  A T T A A T A C G A  C T C A C T A T A G  G G A G A C C C A A  G C T G G C T A G C  
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  9 0 1  G T T T A A A C T T  A A G C T T G G T A  C C G C C A C C A T  G A A C T C C T T C  T C C A C A A G C G  
  9 5 1  C C T T C G G T C C  A G T T G C C T T C  T C C C T G G G G C  T G C T C C T G G T  G T T G C C T G C T  
 1 0 0 1  G C C T T C C C T G  C C C C A G T A C A  C G T G C A T A T G  C C A G T A C C C C  C A G G A G A A G A  
 1 0 5 1  T T C C A A A G A T  G T A G C C G C C C  C A C A C A G A C A  G C C A C T C A C C  T C T T C A G A A C  
 1 1 0 1  G A A T T G A C A A  A C A A A T T C G G  T A C A T C C T C G  A C G G C A T C T C  A G C C C T G A G A  
 1 1 5 1  A A G G A G A C A T  G T A A C A A G A G  T A A C A T G T G T  G A A A G C A G C A  A A G A G G C A C T  
 1 2 0 1  G G C A G A A A A C  A A C C T G A A C C  T T C C A A A G A T  G G C T G A A A A A  G A T G G A T G C T  
 1 2 5 1  T C C A A T C T G G  A T T C A A T G A G  G A G A C T T G C C  T G G T G A A A A T  C A T C A C T G G T  
 1 3 0 1  C T T T T G G A G T  T T G A G G T A T A  C C T A G A G T A C  C T C C A G A A C A  G A T T T G A G A G  
 1 3 5 1  T A G T G A G G A A  C A A G C C A G A G  C T G T G C A G A T  G A G T A C A A A A  G T C C T G A T C C  
 1 4 0 1  A G T T C C T G C A  G A A A A A G G C A  A A G A A T C T A G  A T G C A A T A A C  C A C C C C T G A C  
 1 4 5 1  C C A A C C A C A A  A T G C C A G C C T  G C T G A C G A A G  C T G C A G G C A C  A G A A C C A G T G  
 1 5 0 1  G C T G C A G G A C  A T G A C A A C T C  A T C T C A T T C T  G C G C A G C T T T  A A G G A G T T C C  
 1 5 5 1  T G C A G T C C A G  C C T G A G G G C T  C T T C G G C A A A  T G G A T C C A C C  G G T C G C C A C C  
 1 6 0 1  A T G G T G A G C A  A G G G C G A G G A  G C T G T T C A C C  G G G G T G G T G C  C C A T C C T G G T  
 1 6 5 1  C G A G C T G G A C  G G C G A C G T A A  A C G G C C A C A A  G T T C A G C G T G  T C C G G C G A G G  
 1 7 0 1  G C G A G G G C G A  T G C C A C C T A C  G G C A A G C T G A  C C C T G A A G T T  C A T C T G C A C C  
 1 7 5 1  A C C G G C A A G C  T G C C C G T G C C  C T G G C C C A C C  C T C G T G A C C A  C C C T G A C C T A  
 1 8 0 1  C G G C G T G C A G  T G C T T C A G C C  G C T A C C C C G A  C C A C A T G A A G  C A G C A C G A C T  
 1 8 5 1  T C T T C A A G T C  C G C C A T G C C C  G A A G G C T A C G  T C C A G G A G C G  C A C C A T C T T C  
 1 9 0 1  T T C A A G G A C G  A C G G C A A C T A  C A A G A C C C G C  G C C G A G G T G A  A G T T C G A G G G  
 1 9 5 1  C G A C A C C C T G  G T G A A C C G C A  T C G A G C T G A A  G G G C A T C G A C  T T C A A G G A G G  
 2 0 0 1  A C G G C A A C A T  C C T G G G G C A C  A A G C T G G A G T  A C A A C T A C A A  C A G C C A C A A C  
 2 0 5 1  G T C T A T A T C A  T G G C C G A C A A  G C A G A A G A A C  G G C A T C A A G G  T G A A C T T C A A  
 2 1 0 1  G A T C C G C C A C  A A C A T C G A G G  A C G G C A G C G T  G C A G C T C G C C  G A C C A C T A C C  
 2 1 5 1  A G C A G A A C A C  C C C C A T C G G C  G A C G G C C C C G  T G C T G C T G C C  C G A C A A C C A C  
 2 2 0 1  T A C C T G A G C A  C C C A G T C C G C  C C T G A G C A A A  G A C C C C A A C G  A G A A G C G C G A  
 2 2 5 1  T C A C A T G G T C  C T G C T G G A G T  T C G T G A C C G C  C G C C G G G A T C  A C T C T C G G C A  
 2 3 0 1  T G G A C G A G C T  G T A C A A G T A A  A G C G G C C G C T  C G A G T C T A G A  G G G C C C G T T T  
 2 3 5 1  A A A C C C G C T G  A T C A G C C T C G  A C T G T G C C T T  C T A G T T G C C A  G C C A T C T G T T  
 2 4 0 1  G T T T G C C C C T  C C C C C G T G C C  T T C C T T G A C C  C T G G A A G G T G  C C A C T C C C A C  
 2 4 5 1  T G T C C T T T C C  T A A T A A A A T G  A G G A A A T T G C  A T C G C A T T G T  C T G A G T A G G T  
 2 5 0 1  G T C A T T C T A T  T C T G G G G G G T  G G G G T G G G G C  A G G A C A G C A A  G G G G G A G G A T  
 2 5 5 1  T G G G A A G A C A  A T A G C A G G C A  T G C T G G G G A T  G C G G T G G G C T  C T A T G G C T T C  
 2 6 0 1  T G A G G C G G A A  A G A A C C A G C T  G G G G C T C T A G  G G G G T A T C C C  C A C G C G C C C T  
 2 6 5 1  G T A G C G G C G C  A T T A A G C G C G  G C G G G T G T G G  T G G T T A C G C G  C A G C G T G A C C  
 2 7 0 1  G C T A C A C T T G  C C A G C G C C C T  A G C G C C C G C T  C C T T T C G C T T  T C T T C C C T T C  
 2 7 5 1  C T T T C T C G C C  A C G T T C G C C G  G C T T T C C C C G  T C A A G C T C T A  A A T C G G G G G C  
 2 8 0 1  T C C C T T T A G G  G T T C C G A T T T  A G T G C T T T A C  G G C A C C T C G A  C C C C A A A A A A  
 2 8 5 1  C T T G A T T A G G  G T G A T G G T T C  A C G T A G T G G G  C C A T C G C C C T  G A T A G A C G G T  
 2 9 0 1  T T T T C G C C C T  T T G A C G T T G G  A G T C C A C G T T  C T T T A A T A G T  G G A C T C T T G T  
 2 9 5 1  T C C A A A C T G G  A A C A A C A C T C  A A C C C T A T C T  C G G T C T A T T C  T T T T G A T T T A  
 3 0 0 1  T A A G G G A T T T  T G C C G A T T T C  G G C C T A T T G G  T T A A A A A A T G  A G C T G A T T T A  
 3 0 5 1  A C A A A A A T T T  A A C G C G A A T T  A A T T C T G T G G  A A T G T G T G T C  A G T T A G G G T G  
 3 1 0 1  T G G A A A G T C C  C C A G G C T C C C  C A G C A G G C A G  A A G T A T G C A A  A G C A T G C A T C  
 3 1 5 1  T C A A T T A G T C  A G C A A C C A G G  T G T G G A A A G T  C C C C A G G C T C  C C C A G C A G G C  
 3 2 0 1  A G A A G T A T G C  A A A G C A T G C A  T C T C A A T T A G  T C A G C A A C C A  T A G T C C C G C C  
 3 2 5 1  C C T A A C T C C G  C C C A T C C C G C  C C C T A A C T C C  G C C C A G T T C C  G C C C A T T C T C  
 3 3 0 1  C G C C C C A T G G  C T G A C T A A T T  T T T T T T A T T T  A T G C A G A G G C  C G A G G C C G C C  
 3 3 5 1  T C T G C C T C T G  A G C T A T T C C A  G A A G T A G T G A  G G A G G C T T T T  T T G G A G G C C T  
 3 4 0 1  A G G C T T T T G C  A A A A A G C T C C  C G G G A G C T T G  T A T A T C C A T T  T T C G G A T C T G  
 3 4 5 1  A T C A A G A G A C  A G G A T G A G G A  T C G T T T C G C A  T G A T T G A A C A  A G A T G G A T T G  
 3 5 0 1  C A C G C A G G T T  C T C C G G C C G C  T T G G G T G G A G  A G G C T A T T C G  G C T A T G A C T G  
 3 5 5 1  G G C A C A A C A G  A C A A T C G G C T  G C T C T G A T G C  C G C C G T G T T C  C G G C T G T C A G  
 3 6 0 1  C G C A G G G G C G  C C C G G T T C T T  T T T G T C A A G A  C C G A C C T G T C  C G G T G C C C T G  
 3 6 5 1  A A T G A A C T G C  A G G A C G A G G C  A G C G C G G C T A  T C G T G G C T G G  C C A C G A C G G G  
 3 7 0 1  C G T T C C T T G C  G C A G C T G T G C  T C G A C G T T G T  C A C T G A A G C G  G G A A G G G A C T  
 3 7 5 1  G G C T G C T A T T  G G G C G A A G T G  C C G G G G C A G G  A T C T C C T G T C  A T C T C A C C T T  
 3 8 0 1  G C T C C T G C C G  A G A A A G T A T C  C A T C A T G G C T  G A T G C A A T G C  G G C G G C T G C A  
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 3 8 5 1  T A C G C T T G A T  C C G G C T A C C T  G C C C A T T C G A  C C A C C A A G C G  A A A C A T C G C A  
 3 9 0 1  T C G A G C G A G C  A C G T A C T C G G  A T G G A A G C C G  G T C T T G T C G A  T C A G G A T G A T  
 3 9 5 1  C T G G A C G A A G  A G C A T C A G G G  G C T C G C G C C A  G C C G A A C T G T  T C G C C A G G C T  
 4 0 0 1  C A A G G C G C G C  A T G C C C G A C G  G C G A G G A T C T  C G T C G T G A C C  C A T G G C G A T G  
 4 0 5 1  C C T G C T T G C C  G A A T A T C A T G  G T G G A A A A T G  G C C G C T T T T C  T G G A T T C A T C  
 4 1 0 1  G A C T G T G G C C  G G C T G G G T G T  G G C G G A C C G C  T A T C A G G A C A  T A G C G T T G G C  
 4 1 5 1  T A C C C G T G A T  A T T G C T G A A G  A G C T T G G C G G  C G A A T G G G C T  G A C C G C T T C C  
 4 2 0 1  T C G T G C T T T A  C G G T A T C G C C  G C T C C C G A T T  C G C A G C G C A T  C G C C T T C T A T  
 4 2 5 1  C G C C T T C T T G  A C G A G T T C T T  C T G A G C G G G A  C T C T G G G G T T  C G A A A T G A C C  
 4 3 0 1  G A C C A A G C G A  C G C C C A A C C T  G C C A T C A C G A  G A T T T C G A T T  C C A C C G C C G C  
 4 3 5 1  C T T C T A T G A A  A G G T T G G G C T  T C G G A A T C G T  T T T C C G G G A C  G C C G G C T G G A  
 4 4 0 1  T G A T C C T C C A  G C G C G G G G A T  C T C A T G C T G G  A G T T C T T C G C  C C A C C C C A A C  
 4 4 5 1  T T G T T T A T T G  C A G C T T A T A A  T G G T T A C A A A  T A A A G C A A T A  G C A T C A C A A A  
 4 5 0 1  T T T C A C A A A T  A A A G C A T T T T  T T T C A C T G C A  T T C T A G T T G T  G G T T T G T C C A  
 4 5 5 1  A A C T C A T C A A  T G T A T C T T A T  C A T G T C T G T A  T A C C G T C G A C  C T C T A G C T A G  
 4 6 0 1  A G C T T G G C G T  A A T C A T G G T C  A T A G C T G T T T  C C T G T G T G A A  A T T G T T A T C C  
 4 6 5 1  G C T C A C A A T T  C C A C A C A A C A  T A C G A G C C G G  A A G C A T A A A G  T G T A A A G C C T  
 4 7 0 1  G G G G T G C C T A  A T G A G T G A G C  T A A C T C A C A T  T A A T T G C G T T  G C G C T C A C T G  
 4 7 5 1  C C C G C T T T C C  A G T C G G G A A A  C C T G T C G T G C  C A G C T G C A T T  A A T G A A T C G G  
 4 8 0 1  C C A A C G C G C G  G G G A G A G G C G  G T T T G C G T A T  T G G G C G C T C T  T C C G C T T C C T  
 4 8 5 1  C G C T C A C T G A  C T C G C T G C G C  T C G G T C G T T C  G G C T G C G G C G  A G C G G T A T C A  
 4 9 0 1  G C T C A C T C A A  A G G C G G T A A T  A C G G T T A T C C  A C A G A A T C A G  G G G A T A A C G C  
 4 9 5 1  A G G A A A G A A C  A T G T G A G C A A  A A G G C C A G C A  A A A G G C C A G G  A A C C G T A A A A  
 5 0 0 1  A G G C C G C G T T  G C T G G C G T T T  T T C C A T A G G C  T C C G C C C C C C  T G A C G A G C A T  
 5 0 5 1  C A C A A A A A T C  G A C G C T C A A G  T C A G A G G T G G  C G A A A C C C G A  C A G G A C T A T A  
 5 1 0 1  A A G A T A C C A G  G C G T T T C C C C  C T G G A A G C T C  C C T C G T G C G C  T C T C C T G T T C  
 5 1 5 1  C G A C C C T G C C  G C T T A C C G G A  T A C C T G T C C G  C C T T T C T C C C  T T C G G G A A G C  
 5 2 0 1  G T G G C G C T T T  C T C A T A G C T C  A C G C T G T A G G  T A T C T C A G T T  C G G T G T A G G T  
 5 2 5 1  C G T T C G C T C C  A A G C T G G G C T  G T G T G C A C G A  A C C C C C C G T T  C A G C C C G A C C  
 5 3 0 1  G C T G C G C C T T  A T C C G G T A A C  T A T C G T C T T G  A G T C C A A C C C  G G T A A G A C A C  
 5 3 5 1  G A C T T A T C G C  C A C T G G C A G C  A G C C A C T G G T  A A C A G G A T T A  G C A G A G C G A G  
 5 4 0 1  G T A T G T A G G C  G G T G C T A C A G  A G T T C T T G A A  G T G G T G G C C T  A A C T A C G G C T  
 5 4 5 1  A C A C T A G A A G  A A C A G T A T T T  G G T A T C T G C G  C T C T G C T G A A  G C C A G T T A C C  
 5 5 0 1  T T C G G A A A A A  G A G T T G G T A G  C T C T T G A T C C  G G C A A A C A A A  C C A C C G C T G G  
 5 5 5 1  T A G C G G T T T T  T T T G T T T G C A  A G C A G C A G A T  T A C G C G C A G A  A A A A A A G G A T  
 5 6 0 1  C T C A A G A A G A  T C C T T T G A T C  T T T T C T A C G G  G G T C T G A C G C  T C A G T G G A A C  
 5 6 5 1  G A A A A C T C A C  G T T A A G G G A T  T T T G G T C A T G  A G A T T A T C A A  A A A G G A T C T T  
 5 7 0 1  C A C C T A G A T C  C T T T T A A A T T  A A A A A T G A A G  T T T T A A A T C A  A T C T A A A G T A  
 5 7 5 1  T A T A T G A G T A  A A C T T G G T C T  G A C A G T T A C C  A A T G C T T A A T  C A G T G A G G C A  
 5 8 0 1  C C T A T C T C A G  C G A T C T G T C T  A T T T C G T T C A  T C C A T A G T T G  C C T G A C T C C C  
 5 8 5 1  C G T C G T G T A G  A T A A C T A C G A  T A C G G G A G G G  C T T A C C A T C T  G G C C C C A G T G  
 5 9 0 1  C T G C A A T G A T  A C C G C G A G A C  C C A C G C T C A C  C G G C T C C A G A  T T T A T C A G C A  
 5 9 5 1  A T A A A C C A G C  C A G C C G G A A G  G G C C G A G C G C  A G A A G T G G T C  C T G C A A C T T T  
 6 0 0 1  A T C C G C C T C C  A T C C A G T C T A  T T A A T T G T T G  C C G G G A A G C T  A G A G T A A G T A  
 6 0 5 1  G T T C G C C A G T  T A A T A G T T T G  C G C A A C G T T G  T T G C C A T T G C  T A C A G G C A T C  
 6 1 0 1  G T G G T G T C A C  G C T C G T C G T T  T G G T A T G G C T  T C A T T C A G C T  C C G G T T C C C A  
 6 1 5 1  A C G A T C A A G G  C G A G T T A C A T  G A T C C C C C A T  G T T G T G C A A A  A A A G C G G T T A  
 6 2 0 1  G C T C C T T C G G  T C C T C C G A T C  G T T G T C A G A A  G T A A G T T G G C  C G C A G T G T T A  
 6 2 5 1  T C A C T C A T G G  T T A T G G C A G C  A C T G C A T A A T  T C T C T T A C T G  T C A T G C C A T C  
 6 3 0 1  C G T A A G A T G C  T T T T C T G T G A  C T G G T G A G T A  C T C A A C C A A G  T C A T T C T G A G  
 6 3 5 1  A A T A G T G T A T  G C G G C G A C C G  A G T T G C T C T T  G C C C G G C G T C  A A T A C G G G A T  
 6 4 0 1  A A T A C C G C G C  C A C A T A G C A G  A A C T T T A A A A  G T G C T C A T C A  T T G G A A A A C G  
 6 4 5 1  T T C T T C G G G G  C G A A A A C T C T  C A A G G A T C T T  A C C G C T G T T G  A G A T C C A G T T  
 6 5 0 1  C G A T G T A A C C  C A C T C G T G C A  C C C A A C T G A T  C T T C A G C A T C  T T T T A C T T T C  
 6 5 5 1  A C C A G C G T T T  C T G G G T G A G C  A A A A A C A G G A  A G G C A A A A T G  C C G C A A A A A A  
 6 6 0 1  G G G A A T A A G G  G C G A C A C G G A  A A T G T T G A A T  A C T C A T A C T C  T T C C T T T T T C  
 6 6 5 1  A A T A T T A T T G  A A G C A T T T A T  C A G G G T T A T T  G T C T C A T G A G  C G G A T A C A T A  
 6 7 0 1  T T T G A A T G T A  T T T A G A A A A A  T A A A C A A A T A  G G G G T T C C G C  G C A C A T T T C C  
 6 7 5 1  C C G A A A A G T G  C C A C C T G A C G  T C  
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    1  C D N A R G G A C G  G A T C G G G A G A  T C T C C C G A T C  C C C T A T G G T G  C A C T C T C A G T  
   5 1  A C A A T C T G C T  C T G A T G C C G C  A T A G T T A A G C  C A G T A T C T G C  T C C C T G C T T G  
  1 0 1  T G T G T T G G A G  G T C G C T G A G T  A G T G C G C G A G  C A A A A T T T A A  G C T A C A A C A A  
  1 5 1  G G C A A G G C T T  G A C C G A C A A T  T G C A T G A A G A  A T C T G C T T A G  G G T T A G G C G T  
  2 0 1  T T T G C G C T G C  T T C G C G A T G T  A C G G G C C A G A  T A T A C G C G T T  G A C A T T G A T T  
  2 5 1  A T T G A C T A G T  T A T T A A T A G T  A A T C A A T T A C  G G G G T C A T T A  G T T C A T A G C C  
  3 0 1  C A T A T A T G G A  G T T C C G C G T T  A C A T A A C T T A  C G G T A A A T G G  C C C G C C T G G C  
  3 5 1  T G A C C G C C C A  A C G A C C C C C G  C C C A T T G A C G  T C A A T A A T G A  C G T A T G T T C C  
  4 0 1  C A T A G T A A C G  C C A A T A G G G A  C T T T C C A T T G  A C G T C A A T G G  G T G G A G T A T T  
  4 5 1  T A C G G T A A A C  T G C C C A C T T G  G C A G T A C A T C  A A G T G T A T C A  T A T G C C A A G T  
  5 0 1  A C G C C C C C T A  T T G A C G T C A A  T G A C G G T A A A  T G G C C C G C C T  G G C A T T A T G C  
  5 5 1  C C A G T A C A T G  A C C T T A T G G G  A C T T T C C T A C  T T G G C A G T A C  A T C T A C G T A T  
  6 0 1  T A G T C A T C G C  T A T T A C C A T G  G T G A T G C G G T  T T T G G C A G T A  C A T C A A T G G G  
  6 5 1  C G T G G A T A G C  G G T T T G A C T C  A C G G G G A T T T  C C A A G T C T C C  A C C C C A T T G A  
  7 0 1  C G T C A A T G G G  A G T T T G T T T T  G G C A C C A A A A  T C A A C G G G A C  T T T C C A A A A T  
  7 5 1  G T C G T A A C A A  C T C C G C C C C A  T T G A C G C A A A  T G G G C G G T A G  G C G T G T A C G G  
  8 0 1  T G G G A G G T C T  A T A T A A G C A G  A G C T C T C T G G  C T A A C T A G A G  A A C C C A C T G C  
  8 5 1  T T A C T G G C T T  A T C G A A A T T A  A T A C G A C T C A  C T A T A G G G A G  A C C C A A G C T G  
  9 0 1  G C T A G C G T T T  A A A C T T A A G C  T T G C A T G C C A  C G C G T C T C G A  G G G C C C C T G C  
  9 5 1  A G G T C G A G A T  C C A T T G T G C T  C T A A A G T C A T  G T G C G A G T G G  G A A G T C G C A C  
 1 0 0 1  T G A C A C T G A G  C C G G G C C A G A  G G G A G A G G A G  C C G A G C G C G G  C G C G G G G C C G  
 1 0 5 1  A G G G A C T C G C  A G T G T G T G T A  G A G A G C C G G G  C T C C T G C G G A  T G G G G G C T G C  
 1 1 0 1  C C C C G G G G C C  T G A G C C C G C C  T G C C C G C C C A  C C G C C C C G C C  C C G C C C C T G C  
 1 1 5 1  C A C C C C T G C C  G C C C G G T T C C  C A T T A G C C T G  T C C G C C T C T G  C G G G A C C A T G  
 1 2 0 1  G A G T G G T A G C  C G A G G A G G A A  G C A T G C T G G C  C G T C G G C T G C  G C G C T G C T G G  
 1 2 5 1  C T G C C C T G C T  G G C C G C G C C G  G G A G C G G C G C  T G G C C C C A A G  G C G C T G C C C T  
 1 3 0 1  G C G C A G G A G G  T G G C G A G A G G  C G T G C T G A C C  A G T C T G C C A G  G A G A C A G C G T  
 1 3 5 1  G A C T C T G A C C  T G C C C G G G G G  T A G A G C C G G A  A G A C A A T G C C  A C T G T T C A C T  
 1 4 0 1  G G G T G C T C A G  G A A G C C G G C T  G C A G G C T C C C  A C C C C A G C A G  A T G G G C T G G C  
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 1 4 5 1  A T G G G A A G G A  G G C T G C T G C T  G A G G T C G G T G  C A G C T C C A C G  A C T C T G G A A A  
 1 5 0 1  C T A T T C A T G C  T A C C G G G C C G  G C C G C C C A G C  T G G G A C T G T G  C A C T T G C T G G  
 1 5 5 1  T G G A T G T T C C  C C C C G A G G A G  C C C C A G C T C T  C C T G C T T C C G  G A A G A G C C C C  
 1 6 0 1  C T C A G C A A T G  T T G T T T G T G A  G T G G G G T C C T  C G G A G C A C C C  C A T C C C T G A C  
 1 6 5 1  G A C A A A G G C T  G T G C T C T T G G  T G A G G A A G T T  T C A G A A C A G T  C C G G C C G A A G  
 1 7 0 1  A C T T C C A G G A  G C C G T G C C A G  T A T T C C C A G G  A G T C C C A G A A  G T T C T C C T G C  
 1 7 5 1  C A G T T A G C A G  T C C C G G A G G G  A G A C A G C T C T  T T C T A C A T A G  T G T C C A T G T G  
 1 8 0 1  C G T C G C C A G T  A G T G T C G G G A  G C A A G T T C A G  C A A A A C T C A A  A C C T T T C A G G  
 1 8 5 1  G T T G T G G A A T  C T T G C A G C C T  G A T C C G C C T G  C C A A C A T C A C  A G T C A C T G C C  
 1 9 0 1  G T G G C C A G A A  A C C C C C G C T G  G C T C A G T G T C  A C C T G G C A A G  A C C C C C A C T C  
 1 9 5 1  C T G G A A C T C A  T C T T T C T A C A  G A C T A C G G T T  T G A G C T C A G A  T A T C G G G C T G  
 2 0 0 1  A A C G G T C A A A  G A C A T T C A C A  A C A T G G A T G G  T C A A G G A C C T  C C A G C A T C A C  
 2 0 5 1  T G T G T C A T C C  A C G A C G C C T G  G A G C G G C C T G  A G G C A C G T G G  T G C A G C T T C G  
 2 1 0 1  T G C C C A G G A G  G A G T T C G G G C  A A G G C G A G T G  G A G C G A G T G G  A G C C C G G A G G  
 2 1 5 1  C C A T G G G C A C  G C C T T G G T A A  G C G G C C G C T C  G A G T C T A G A G  G G C C C G T T T A  
 2 2 0 1  A A C C C G C T G A  T C A G C C T C G A  C T G T G C C T T C  T A G T T G C C A G  C C A T C T G T T G  
 2 2 5 1  T T T G C C C C T C  C C C C G T G C C T  T C C T T G A C C C  T G G A A G G T G C  C A C T C C C A C T  
 2 3 0 1  G T C C T T T C C T  A A T A A A A T G A  G G A A A T T G C A  T C G C A T T G T C  T G A G T A G G T G  
 2 3 5 1  T C A T T C T A T T  C T G G G G G G T G  G G G T G G G G C A  G G A C A G C A A G  G G G G A G G A T T  
 2 4 0 1  G G G A A G A C A A  T A G C A G G C A T  G C T G G G G A T G  C G G T G G G C T C  T A T G G C T T C T  
 2 4 5 1  G A G G C G G A A A  G A A C C A G C T G  G G G C T C T A G G  G G G T A T C C C C  A C G C G C C C T G  
 2 5 0 1  T A G C G G C G C A  T T A A G C G C G G  C G G G T G T G G T  G G T T A C G C G C  A G C G T G A C C G  
 2 5 5 1  C T A C A C T T G C  C A G C G C C C T A  G C G C C C G C T C  C T T T C G C T T T  C T T C C C T T C C  
 2 6 0 1  T T T C T C G C C A  C G T T C G C C G G  C T T T C C C C G T  C A A G C T C T A A  A T C G G G G G C T  
 2 6 5 1  C C C T T T A G G G  T T C C G A T T T A  G T G C T T T A C G  G C A C C T C G A C  C C C A A A A A A C  
 2 7 0 1  T T G A T T A G G G  T G A T G G T T C A  C G T A G T G G G C  C A T C G C C C T G  A T A G A C G G T T  
 2 7 5 1  T T T C G C C C T T  T G A C G T T G G A  G T C C A C G T T C  T T T A A T A G T G  G A C T C T T G T T  
 2 8 0 1  C C A A A C T G G A  A C A A C A C T C A  A C C C T A T C T C  G G T C T A T T C T  T T T G A T T T A T  
 2 8 5 1  A A G G G A T T T T  G C C G A T T T C G  G C C T A T T G G T  T A A A A A A T G A  G C T G A T T T A A  
 2 9 0 1  C A A A A A T T T A  A C G C G A A T T A  A T T C T G T G G A  A T G T G T G T C A  G T T A G G G T G T  
 2 9 5 1  G G A A A G T C C C  C A G G C T C C C C  A G C A G G C A G A  A G T A T G C A A A  G C A T G C A T C T  
 3 0 0 1  C A A T T A G T C A  G C A A C C A G G T  G T G G A A A G T C  C C C A G G C T C C  C C A G C A G G C A  
 3 0 5 1  G A A G T A T G C A  A A G C A T G C A T  C T C A A T T A G T  C A G C A A C C A T  A G T C C C G C C C  
 3 1 0 1  C T A A C T C C G C  C C A T C C C G C C  C C T A A C T C C G  C C C A G T T C C G  C C C A T T C T C C  
 3 1 5 1  G C C C C A T G G C  T G A C T A A T T T  T T T T T A T T T A  T G C A G A G G C C  G A G G C C G C C T  
 3 2 0 1  C T G C C T C T G A  G C T A T T C C A G  A A G T A G T G A G  G A G G C T T T T T  T G G A G G C C T A  
 3 2 5 1  G G C T T T T G C A  A A A A G C T C C C  G G G A G C T T G T  A T A T C C A T T T  T C G G A T C T G A  
 3 3 0 1  T C A A G A G A C A  G G A T G A G G A T  C G T T T C G C A T  G A T T G A A C A A  G A T G G A T T G C  
 3 3 5 1  A C G C A G G T T C  T C C G G C C G C T  T G G G T G G A G A  G G C T A T T C G G  C T A T G A C T G G  
 3 4 0 1  G C A C A A C A G A  C A A T C G G C T G  C T C T G A T G C C  G C C G T G T T C C  G G C T G T C A G C  
 3 4 5 1  G C A G G G G C G C  C C G G T T C T T T  T T G T C A A G A C  C G A C C T G T C C  G G T G C C C T G A  
 3 5 0 1  A T G A A C T G C A  G G A C G A G G C A  G C G C G G C T A T  C G T G G C T G G C  C A C G A C G G G C  
 3 5 5 1  G T T C C T T G C G  C A G C T G T G C T  C G A C G T T G T C  A C T G A A G C G G  G A A G G G A C T G  
 3 6 0 1  G C T G C T A T T G  G G C G A A G T G C  C G G G G C A G G A  T C T C C T G T C A  T C T C A C C T T G  
 3 6 5 1  C T C C T G C C G A  G A A A G T A T C C  A T C A T G G C T G  A T G C A A T G C G  G C G G C T G C A T  
 3 7 0 1  A C G C T T G A T C  C G G C T A C C T G  C C C A T T C G A C  C A C C A A G C G A  A A C A T C G C A T  
 3 7 5 1  C G A G C G A G C A  C G T A C T C G G A  T G G A A G C C G G  T C T T G T C G A T  C A G G A T G A T C  
 3 8 0 1  T G G A C G A A G A  G C A T C A G G G G  C T C G C G C C A G  C C G A A C T G T T  C G C C A G G C T C  
 3 8 5 1  A A G G C G C G C A  T G C C C G A C G G  C G A G G A T C T C  G T C G T G A C C C  A T G G C G A T G C  
 3 9 0 1  C T G C T T G C C G  A A T A T C A T G G  T G G A A A A T G G  C C G C T T T T C T  G G A T T C A T C G  
 3 9 5 1  A C T G T G G C C G  G C T G G G T G T G  G C G G A C C G C T  A T C A G G A C A T  A G C G T T G G C T  
 4 0 0 1  A C C C G T G A T A  T T G C T G A A G A  G C T T G G C G G C  G A A T G G G C T G  A C C G C T T C C T  
 4 0 5 1  C G T G C T T T A C  G G T A T C G C C G  C T C C C G A T T C  G C A G C G C A T C  G C C T T C T A T C  
 4 1 0 1  G C C T T C T T G A  C G A G T T C T T C  T G A G C G G G A C  T C T G G G G T T C  G A A A T G A C C G  
 4 1 5 1  A C C A A G C G A C  G C C C A A C C T G  C C A T C A C G A G  A T T T C G A T T C  C A C C G C C G C C  
 4 2 0 1  T T C T A T G A A A  G G T T G G G C T T  C G G A A T C G T T  T T C C G G G A C G  C C G G C T G G A T  
 4 2 5 1  G A T C C T C C A G  C G C G G G G A T C  T C A T G C T G G A  G T T C T T C G C C  C A C C C C A A C T  
 4 3 0 1  T G T T T A T T G C  A G C T T A T A A T  G G T T A C A A A T  A A A G C A A T A G  C A T C A C A A A T  
 4 3 5 1  T T C A C A A A T A  A A G C A T T T T T  T T C A C T G C A T  T C T A G T T G T G  G T T T G T C C A A  
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 4 4 0 1  A C T C A T C A A T  G T A T C T T A T C  A T G T C T G T A T  A C C G T C G A C C  T C T A G C T A G A  
 4 4 5 1  G C T T G G C G T A  A T C A T G G T C A  T A G C T G T T T C  C T G T G T G A A A  T T G T T A T C C G  
 4 5 0 1  C T C A C A A T T C  C A C A C A A C A T  A C G A G C C G G A  A G C A T A A A G T  G T A A A G C C T G  
 4 5 5 1  G G G T G C C T A A  T G A G T G A G C T  A A C T C A C A T T  A A T T G C G T T G  C G C T C A C T G C  
 4 6 0 1  C C G C T T T C C A  G T C G G G A A A C  C T G T C G T G C C  A G C T G C A T T A  A T G A A T C G G C  
 4 6 5 1  C A A C G C G C G G  G G A G A G G C G G  T T T G C G T A T T  G G G C G C T C T T  C C G C T T C C T C  
 4 7 0 1  G C T C A C T G A C  T C G C T G C G C T  C G G T C G T T C G  G C T G C G G C G A  G C G G T A T C A G  
 4 7 5 1  C T C A C T C A A A  G G C G G T A A T A  C G G T T A T C C A  C A G A A T C A G G  G G A T A A C G C A  
 4 8 0 1  G G A A A G A A C A  T G T G A G C A A A  A G G C C A G C A A  A A G G C C A G G A  A C C G T A A A A A  
 4 8 5 1  G G C C G C G T T G  C T G G C G T T T T  T C C A T A G G C T  C C G C C C C C C T  G A C G A G C A T C  
 4 9 0 1  A C A A A A A T C G  A C G C T C A A G T  C A G A G G T G G C  G A A A C C C G A C  A G G A C T A T A A  
 4 9 5 1  A G A T A C C A G G  C G T T T C C C C C  T G G A A G C T C C  C T C G T G C G C T  C T C C T G T T C C  
 5 0 0 1  G A C C C T G C C G  C T T A C C G G A T  A C C T G T C C G C  C T T T C T C C C T  T C G G G A A G C G  
 5 0 5 1  T G G C G C T T T C  T C A T A G C T C A  C G C T G T A G G T  A T C T C A G T T C  G G T G T A G G T C  
 5 1 0 1  G T T C G C T C C A  A G C T G G G C T G  T G T G C A C G A A  C C C C C C G T T C  A G C C C G A C C G  
 5 1 5 1  C T G C G C C T T A  T C C G G T A A C T  A T C G T C T T G A  G T C C A A C C C G  G T A A G A C A C G  
 5 2 0 1  A C T T A T C G C C  A C T G G C A G C A  G C C A C T G G T A  A C A G G A T T A G  C A G A G C G A G G  
 5 2 5 1  T A T G T A G G C G  G T G C T A C A G A  G T T C T T G A A G  T G G T G G C C T A  A C T A C G G C T A  
 5 3 0 1  C A C T A G A A G A  A C A G T A T T T G  G T A T C T G C G C  T C T G C T G A A G  C C A G T T A C C T  
 5 3 5 1  T C G G A A A A A G  A G T T G G T A G C  T C T T G A T C C G  G C A A A C A A A C  C A C C G C T G G T  
 5 4 0 1  A G C G G T T T T T  T T G T T T G C A A  G C A G C A G A T T  A C G C G C A G A A  A A A A A G G A T C  
 5 4 5 1  T C A A G A A G A T  C C T T T G A T C T  T T T C T A C G G G  G T C T G A C G C T  C A G T G G A A C G  
 5 5 0 1  A A A A C T C A C G  T T A A G G G A T T  T T G G T C A T G A  G A T T A T C A A A  A A G G A T C T T C  
 5 5 5 1  A C C T A G A T C C  T T T T A A A T T A  A A A A T G A A G T  T T T A A A T C A A  T C T A A A G T A T  
 5 6 0 1  A T A T G A G T A A  A C T T G G T C T G  A C A G T T A C C A  A T G C T T A A T C  A G T G A G G C A C  
 5 6 5 1  C T A T C T C A G C  G A T C T G T C T A  T T T C G T T C A T  C C A T A G T T G C  C T G A C T C C C C  
 5 7 0 1  G T C G T G T A G A  T A A C T A C G A T  A C G G G A G G G C  T T A C C A T C T G  G C C C C A G T G C  
 5 7 5 1  T G C A A T G A T A  C C G C G A G A C C  C A C G C T C A C C  G G C T C C A G A T  T T A T C A G C A A  
 5 8 0 1  T A A A C C A G C C  A G C C G G A A G G  G C C G A G C G C A  G A A G T G G T C C  T G C A A C T T T A  
 5 8 5 1  T C C G C C T C C A  T C C A G T C T A T  T A A T T G T T G C  C G G G A A G C T A  G A G T A A G T A G  
 5 9 0 1  T T C G C C A G T T  A A T A G T T T G C  G C A A C G T T G T  T G C C A T T G C T  A C A G G C A T C G  
 5 9 5 1  T G G T G T C A C G  C T C G T C G T T T  G G T A T G G C T T  C A T T C A G C T C  C G G T T C C C A A  
 6 0 0 1  C G A T C A A G G C  G A G T T A C A T G  A T C C C C C A T G  T T G T G C A A A A  A A G C G G T T A G  
 6 0 5 1  C T C C T T C G G T  C C T C C G A T C G  T T G T C A G A A G  T A A G T T G G C C  G C A G T G T T A T  
 6 1 0 1  C A C T C A T G G T  T A T G G C A G C A  C T G C A T A A T T  C T C T T A C T G T  C A T G C C A T C C  
 6 1 5 1  G T A A G A T G C T  T T T C T G T G A C  T G G T G A G T A C  T C A A C C A A G T  C A T T C T G A G A  
 6 2 0 1  A T A G T G T A T G  C G G C G A C C G A  G T T G C T C T T G  C C C G G C G T C A  A T A C G G G A T A  
 6 2 5 1  A T A C C G C G C C  A C A T A G C A G A  A C T T T A A A A G  T G C T C A T C A T  T G G A A A A C G T  
 6 3 0 1  T C T T C G G G G C  G A A A A C T C T C  A A G G A T C T T A  C C G C T G T T G A  G A T C C A G T T C  
 6 3 5 1  G A T G T A A C C C  A C T C G T G C A C  C C A A C T G A T C  T T C A G C A T C T  T T T A C T T T C A  
 6 4 0 1  C C A G C G T T T C  T G G G T G A G C A  A A A A C A G G A A  G G C A A A A T G C  C G C A A A A A A G  
 6 4 5 1  G G A A T A A G G G  C G A C A C G G A A  A T G T T G A A T A  C T C A T A C T C T  T C C T T T T T C A  
 6 5 0 1  A T A T T A T T G A  A G C A T T T A T C  A G G G T T A T T G  T C T C A T G A G C  G G A T A C A T A T  
 6 5 5 1  T T G A A T G T A T  T T A G A A A A A T  A A A C A A A T A G  G G G T T C C G C G  C A C A T T T C C C  
 6 6 0 1  C G A A A A G T G C  C A C C T G A C G T  C  
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    1  G A C G G A T C G G  G A G A T C T C C C  G A T C C C C T A T  G G T G C A C T C T  C A G T A C A A T C  
   5 1  T G C T C T G A T G  C C G C A T A G T T  A A G C C A G T A T  C T G C T C C C T G  C T T G T G T G T T  
  1 0 1  G G A G G T C G C T  G A G T A G T G C G  C G A G C A A A A T  T T A A G C T A C A  A C A A G G C A A G  
  1 5 1  G C T T G A C C G A  C A A T T G C A T G  A A G A A T C T G C  T T A G G G T T A G  G C G T T T T G C G  
  2 0 1  C T G C T T C G C G  A T G T A C G G G C  C A G A T A T A C G  C G T T G A C A T T  G A T T A T T G A C  
  2 5 1  T A G T T A T T A A  T A G T A A T C A A  T T A C G G G G T C  A T T A G T T C A T  A G C C C A T A T A  
  3 0 1  T G G A G T T C C G  C G T T A C A T A A  C T T A C G G T A A  A T G G C C C G C C  T G G C T G A C C G  
  3 5 1  C C C A A C G A C C  C C C G C C C A T T  G A C G T C A A T A  A T G A C G T A T G  T T C C C A T A G T  
  4 0 1  A A C G C C A A T A  G G G A C T T T C C  A T T G A C G T C A  A T G G G T G G A G  T A T T T A C G G T  
  4 5 1  A A A C T G C C C A  C T T G G C A G T A  C A T C A A G T G T  A T C A T A T G C C  A A G T A C G C C C  
  5 0 1  C C T A T T G A C G  T C A A T G A C G G  T A A A T G G C C C  G C C T G G C A T T  A T G C C C A G T A  
  5 5 1  C A T G A C C T T A  T G G G A C T T T C  C T A C T T G G C A  G T A C A T C T A C  G T A T T A G T C A  
  6 0 1  T C G C T A T T A C  C A T G G T G A T G  C G G T T T T G G C  A G T A C A T C A A  T G G G C G T G G A  
  6 5 1  T A G C G G T T T G  A C T C A C G G G G  A T T T C C A A G T  C T C C A C C C C A  T T G A C G T C A A  
  7 0 1  T G G G A G T T T G  T T T T G G C A C C  A A A A T C A A C G  G G A C T T T C C A  A A A T G T C G T A  
  7 5 1  A C A A C T C C G C  C C C A T T G A C G  C A A A T G G G C G  G T A G G C G T G T  A C G G T G G G A G  
  8 0 1  G T C T A T A T A A  G C A G A G C T C T  C T G G C T A A C T  A G A G A A C C C A  C T G C T T A C T G  
  8 5 1  G C T T A T C G A A  A T T A A T A C G A  C T C A C T A T A G  G G A G A C C C A A  G C T G G C T A G C  
  9 0 1  G T T T A A A C T T  A A G C T T G C C A  C C A T G C T G G C  A G T G G G C T G C  G C C C T G C T G G  
  9 5 1  C C G C C C T C C T  G G C T G C C C C T  G G C G C A G C G C  T G G C C C C C A G  A A G A T G C C C T  
 1 0 0 1  G C C C A G G A A G  T G G C C A G A G G  C G T G C T G A C C  A G C C T G C C C G  G C G A C A G C G T  
 1 0 5 1  G A C C C T G A C C  T G C C C T G G C G  T G G A G C C C G A  G G A C A A C G C C  A C C G T G C A C T  
 1 1 0 1  G G G T G C T G A G  A A A G C C T G C C  G C C G G A A G C C  A C C C C A G C A G  A T G G G C C G G C  
 1 1 5 1  A T G G G C A G G A  G A C T G C T G C T  G A G A A G C G T G  C A G C T C C A C G  A C A G C G G C A A  
 1 2 0 1  C T A C A G C T G C  T A C A G A G C C G  G C A G A C C T G C  C G G C A C C G T G  C A C C T C C T G G  
 1 2 5 1  T G G A C G T G C C  C C C C G A G G A G  C C T C A G C T G A  G C T G C T T C A G  G A A G A G C C C C  
 1 3 0 1  C T G A G C A A C G  T G G T G T G T G A  G T G G G G C C C C  A G A A G C A C C C  C C A G C C T G A C  
 1 3 5 1  C A C C A A G G C C  G T G C T G C T G G  T G A G G A A G T T  C C A G A A C A G C  C C T G C C G A G G  
 1 4 0 1  A T T T C C A G G A  G C C C T G C C A G  T A C A G C C A G G  A G A G C C A G A A  G T T C A G C T G C  
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 1 4 5 1  C A G C T G G C C G  T G C C C G A G T G  C G A C A G C A G C  T T C T A C A T C G  T G T C C A T G T G  
 1 5 0 1  C G T G G C C A G C  T C T G T G G G C A  G C A A G T T C A G  C A A G A C C C A G  A C C T T C C A G G  
 1 5 5 1  G C T G C G G C A T  C C T G C A G C C C  G A C C C T C C C G  C C A A C A T C A C  C G T G A C C G C C  
 1 6 0 1  G T G G C C A G A A  A T C C T A G A T G  G C T G A G C G T G  A C C T G G C A G G  A C C C T C A C A G  
 1 6 5 1  C T G G A A C A G C  T C C T T C T A C C  G G C T G A G A T T  C G A G C T G C G G  T A C A G G G C C G  
 1 7 0 1  A G A G A A G C A A  G A C C T T T A C C  A C C T G G A T G G  T G A A G G A C C T  G C A G C A C C A C  
 1 7 5 1  T G C G T G A T C C  A C G A C G C C T G  G A G C G G C C T G  A G A C A C G T G G  T G C A G C T G A G  
 1 8 0 1  A G C C C A G G A G  G A G T T C G G C C  A G G G C G A G T G  G A G C G A G T G G  T C C C C C G A G G  
 1 8 5 1  C C A T G G G C A C  C C C C T G G A C C  G A G A G C A G A A  G C C C T C C T G C  T C G T G G A G G A  
 1 9 0 1  G G G G G C A G C G  G C G G A G G A G G  A A G C G T G G A A  C C G G A T C C A C  T A G T C C A G T G  
 1 9 5 1  T G G T G G A A T T  T C G A G T C T A G  A G G G C C C G T T  T A A A C C C G C T  G A T C A G C C T C  
 2 0 0 1  G A C T G T G C C T  T C T A G T T G C C  A G C C A T C T G T  T G T T T G C C C C  T C C C C C G T G C  
 2 0 5 1  C T T C C T T G A C  C C T G G A A G G T  G C C A C T C C C A  C T G T C C T T T C  C T A A T A A A A T  
 2 1 0 1  G A G G A A A T T G  C A T C G C A T T G  T C T G A G T A G G  T G T C A T T C T A  T T C T G G G G G G  
 2 1 5 1  T G G G G T G G G G  C A G G A C A G C A  A G G G G G A G G A  T T G G G A A G A C  A A T A G C A G G C  
 2 2 0 1  A T G C T G G G G A  T G C G G T G G G C  T C T A T G G C T T  C T G A G G C G G A  A A G A A C C A G C  
 2 2 5 1  T G G G G C T C T A  G G G G G T A T C C  C C A C G C G C C C  T G T A G C G G C G  C A T T A A G C G C  
 2 3 0 1  G G C G G G T G T G  G T G G T T A C G C  G C A G C G T G A C  C G C T A C A C T T  G C C A G C G C C C  
 2 3 5 1  T A G C G C C C G C  T C C T T T C G C T  T T C T T C C C T T  C C T T T C T C G C  C A C G T T C G C C  
 2 4 0 1  G G C T T T C C C C  G T C A A G C T C T  A A A T C G G G G G  C T C C C T T T A G  G G T T C C G A T T  
 2 4 5 1  T A G T G C T T T A  C G G C A C C T C G  A C C C C A A A A A  A C T T G A T T A G  G G T G A T G G T T  
 2 5 0 1  C A C G T A G T G G  G C C A T C G C C C  T G A T A G A C G G  T T T T T C G C C C  T T T G A C G T T G  
 2 5 5 1  G A G T C C A C G T  T C T T T A A T A G  T G G A C T C T T G  T T C C A A A C T G  G A A C A A C A C T  
 2 6 0 1  C A A C C C T A T C  T C G G T C T A T T  C T T T T G A T T T  A T A A G G G A T T  T T G C C G A T T T  
 2 6 5 1  C G G C C T A T T G  G T T A A A A A A T  G A G C T G A T T T  A A C A A A A A T T  T A A C G C G A A T  
 2 7 0 1  T A A T T C T G T G  G A A T G T G T G T  C A G T T A G G G T  G T G G A A A G T C  C C C A G G C T C C  
 2 7 5 1  C C A G C A G G C A  G A A G T A T G C A  A A G C A T G C A T  C T C A A T T A G T  C A G C A A C C A G  
 2 8 0 1  G T G T G G A A A G  T C C C C A G G C T  C C C C A G C A G G  C A G A A G T A T G  C A A A G C A T G C  
 2 8 5 1  A T C T C A A T T A  G T C A G C A A C C  A T A G T C C C G C  C C C T A A C T C C  G C C C A T C C C G  
 2 9 0 1  C C C C T A A C T C  C G C C C A G T T C  C G C C C A T T C T  C C G C C C C A T G  G C T G A C T A A T  
 2 9 5 1  T T T T T T T A T T  T A T G C A G A G G  C C G A G G C C G C  C T C T G C C T C T  G A G C T A T T C C  
 3 0 0 1  A G A A G T A G T G  A G G A G G C T T T  T T T G G A G G C C  T A G G C T T T T G  C A A A A A G C T C  
 3 0 5 1  C C G G G A G C T T  G T A T A T C C A T  T T T C G G A T C T  G A T C A A G A G A  C A G G A T G A G G  
 3 1 0 1  A T C G T T T C G C  A T G A T T G A A C  A A G A T G G A T T  G C A C G C A G G T  T C T C C G G C C G  
 3 1 5 1  C T T G G G T G G A  G A G G C T A T T C  G G C T A T G A C T  G G G C A C A A C A  G A C A A T C G G C  
 3 2 0 1  T G C T C T G A T G  C C G C C G T G T T  C C G G C T G T C A  G C G C A G G G G C  G C C C G G T T C T  
 3 2 5 1  T T T T G T C A A G  A C C G A C C T G T  C C G G T G C C C T  G A A T G A A C T G  C A G G A C G A G G  
 3 3 0 1  C A G C G C G G C T  A T C G T G G C T G  G C C A C G A C G G  G C G T T C C T T G  C G C A G C T G T G  
 3 3 5 1  C T C G A C G T T G  T C A C T G A A G C  G G G A A G G G A C  T G G C T G C T A T  T G G G C G A A G T  
 3 4 0 1  G C C G G G G C A G  G A T C T C C T G T  C A T C T C A C C T  T G C T C C T G C C  G A G A A A G T A T  
 3 4 5 1  C C A T C A T G G C  T G A T G C A A T G  C G G C G G C T G C  A T A C G C T T G A  T C C G G C T A C C  
 3 5 0 1  T G C C C A T T C G  A C C A C C A A G C  G A A A C A T C G C  A T C G A G C G A G  C A C G T A C T C G  
 3 5 5 1  G A T G G A A G C C  G G T C T T G T C G  A T C A G G A T G A  T C T G G A C G A A  G A G C A T C A G G  
 3 6 0 1  G G C T C G C G C C  A G C C G A A C T G  T T C G C C A G G C  T C A A G G C G C G  C A T G C C C G A C  
 3 6 5 1  G G C G A G G A T C  T C G T C G T G A C  C C A T G G C G A T  G C C T G C T T G C  C G A A T A T C A T  
 3 7 0 1  G G T G G A A A A T  G G C C G C T T T T  C T G G A T T C A T  C G A C T G T G G C  C G G C T G G G T G  
 3 7 5 1  T G G C G G A C C G  C T A T C A G G A C  A T A G C G T T G G  C T A C C C G T G A  T A T T G C T G A A  
 3 8 0 1  G A G C T T G G C G  G C G A A T G G G C  T G A C C G C T T C  C T C G T G C T T T  A C G G T A T C G C  
 3 8 5 1  C G C T C C C G A T  T C G C A G C G C A  T C G C C T T C T A  T C G C C T T C T T  G A C G A G T T C T  
 3 9 0 1  T C T G A G C G G G  A C T C T G G G G T  T C G A A A T G A C  C G A C C A A G C G  A C G C C C A A C C  
 3 9 5 1  T G C C A T C A C G  A G A T T T C G A T  T C C A C C G C C G  C C T T C T A T G A  A A G G T T G G G C  
 4 0 0 1  T T C G G A A T C G  T T T T C C G G G A  C G C C G G C T G G  A T G A T C C T C C  A G C G C G G G G A  
 4 0 5 1  T C T C A T G C T G  G A G T T C T T C G  C C C A C C C C A A  C T T G T T T A T T  G C A G C T T A T A  
 4 1 0 1  A T G G T T A C A A  A T A A A G C A A T  A G C A T C A C A A  A T T T C A C A A A  T A A A G C A T T T  
 4 1 5 1  T T T T C A C T G C  A T T C T A G T T G  T G G T T T G T C C  A A A C T C A T C A  A T G T A T C T T A  
 4 2 0 1  T C A T G T C T G T  A T A C C G T C G A  C C T C T A G C T A  G A G C T T G G C G  T A A T C A T G G T  
 4 2 5 1  C A T A G C T G T T  T C C T G T G T G A  A A T T G T T A T C  C G C T C A C A A T  T C C A C A C A A C  
 4 3 0 1  A T A C G A G C C G  G A A G C A T A A A  G T G T A A A G C C  T G G G G T G C C T  A A T G A G T G A G  
 4 3 5 1  C T A A C T C A C A  T T A A T T G C G T  T G C G C T C A C T  G C C C G C T T T C  C A G T C G G G A A  
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 4 4 0 1  A C C T G T C G T G  C C A G C T G C A T  T A A T G A A T C G  G C C A A C G C G C  G G G G A G A G G C  
 4 4 5 1  G G T T T G C G T A  T T G G G C G C T C  T T C C G C T T C C  T C G C T C A C T G  A C T C G C T G C G  
 4 5 0 1  C T C G G T C G T T  C G G C T G C G G C  G A G C G G T A T C  A G C T C A C T C A  A A G G C G G T A A  
 4 5 5 1  T A C G G T T A T C  C A C A G A A T C A  G G G G A T A A C G  C A G G A A A G A A  C A T G T G A G C A  
 4 6 0 1  A A A G G C C A G C  A A A A G G C C A G  G A A C C G T A A A  A A G G C C G C G T  T G C T G G C G T T  
 4 6 5 1  T T T C C A T A G G  C T C C G C C C C C  C T G A C G A G C A  T C A C A A A A A T  C G A C G C T C A A  
 4 7 0 1  G T C A G A G G T G  G C G A A A C C C G  A C A G G A C T A T  A A A G A T A C C A  G G C G T T T C C C  
 4 7 5 1  C C T G G A A G C T  C C C T C G T G C G  C T C T C C T G T T  C C G A C C C T G C  C G C T T A C C G G  
 4 8 0 1  A T A C C T G T C C  G C C T T T C T C C  C T T C G G G A A G  C G T G G C G C T T  T C T C A T A G C T  
 4 8 5 1  C A C G C T G T A G  G T A T C T C A G T  T C G G T G T A G G  T C G T T C G C T C  C A A G C T G G G C  
 4 9 0 1  T G T G T G C A C G  A A C C C C C C G T  T C A G C C C G A C  C G C T G C G C C T  T A T C C G G T A A  
 4 9 5 1  C T A T C G T C T T  G A G T C C A A C C  C G G T A A G A C A  C G A C T T A T C G  C C A C T G G C A G  
 5 0 0 1  C A G C C A C T G G  T A A C A G G A T T  A G C A G A G C G A  G G T A T G T A G G  C G G T G C T A C A  
 5 0 5 1  G A G T T C T T G A  A G T G G T G G C C  T A A C T A C G G C  T A C A C T A G A A  G A A C A G T A T T  
 5 1 0 1  T G G T A T C T G C  G C T C T G C T G A  A G C C A G T T A C  C T T C G G A A A A  A G A G T T G G T A  
 5 1 5 1  G C T C T T G A T C  C G G C A A A C A A  A C C A C C G C T G  G T A G C G G T T T  T T T T G T T T G C  
 5 2 0 1  A A G C A G C A G A  T T A C G C G C A G  A A A A A A A G G A  T C T C A A G A A G  A T C C T T T G A T  
 5 2 5 1  C T T T T C T A C G  G G G T C T G A C G  C T C A G T G G A A  C G A A A A C T C A  C G T T A A G G G A  
 5 3 0 1  T T T T G G T C A T  G A G A T T A T C A  A A A A G G A T C T  T C A C C T A G A T  C C T T T T A A A T  
 5 3 5 1  T A A A A A T G A A  G T T T T A A A T C  A A T C T A A A G T  A T A T A T G A G T  A A A C T T G G T C  
 5 4 0 1  T G A C A G T T A C  C A A T G C T T A A  T C A G T G A G G C  A C C T A T C T C A  G C G A T C T G T C  
 5 4 5 1  T A T T T C G T T C  A T C C A T A G T T  G C C T G A C T C C  C C G T C G T G T A  G A T A A C T A C G  
 5 5 0 1  A T A C G G G A G G  G C T T A C C A T C  T G G C C C C A G T  G C T G C A A T G A  T A C C G C G A G A  
 5 5 5 1  C C C A C G C T C A  C C G G C T C C A G  A T T T A T C A G C  A A T A A A C C A G  C C A G C C G G A A  
 5 6 0 1  G G G C C G A G C G  C A G A A G T G G T  C C T G C A A C T T  T A T C C G C C T C  C A T C C A G T C T  
 5 6 5 1  A T T A A T T G T T  G C C G G G A A G C  T A G A G T A A G T  A G T T C G C C A G  T T A A T A G T T T  
 5 7 0 1  G C G C A A C G T T  G T T G C C A T T G  C T A C A G G C A T  C G T G G T G T C A  C G C T C G T C G T  
 5 7 5 1  T T G G T A T G G C  T T C A T T C A G C  T C C G G T T C C C  A A C G A T C A A G  G C G A G T T A C A  
 5 8 0 1  T G A T C C C C C A  T G T T G T G C A A  A A A A G C G G T T  A G C T C C T T C G  G T C C T C C G A T  
 5 8 5 1  C G T T G T C A G A  A G T A A G T T G G  C C G C A G T G T T  A T C A C T C A T G  G T T A T G G C A G  
 5 9 0 1  C A C T G C A T A A  T T C T C T T A C T  G T C A T G C C A T  C C G T A A G A T G  C T T T T C T G T G  
 5 9 5 1  A C T G G T G A G T  A C T C A A C C A A  G T C A T T C T G A  G A A T A G T G T A  T G C G G C G A C C  
 6 0 0 1  G A G T T G C T C T  T G C C C G G C G T  C A A T A C G G G A  T A A T A C C G C G  C C A C A T A G C A  
 6 0 5 1  G A A C T T T A A A  A G T G C T C A T C  A T T G G A A A A C  G T T C T T C G G G  G C G A A A A C T C  
 6 1 0 1  T C A A G G A T C T  T A C C G C T G T T  G A G A T C C A G T  T C G A T G T A A C  C C A C T C G T G C  
 6 1 5 1  A C C C A A C T G A  T C T T C A G C A T  C T T T T A C T T T  C A C C A G C G T T  T C T G G G T G A G  
 6 2 0 1  C A A A A A C A G G  A A G G C A A A A T  G C C G C A A A A A  A G G G A A T A A G  G G C G A C A C G G  
 6 2 5 1  A A A T G T T G A A  T A C T C A T A C T  C T T C C T T T T T  C A A T A T T A T T  G A A G C A T T T A  
 6 3 0 1  T C A G G G T T A T  T G T C T C A T G A  G C G G A T A C A T  A T T T G A A T G T  A T T T A G A A A A  
 6 3 5 1  A T A A A C A A A T  A G G G G T T C C G  C G C A C A T T T C  C C C G A A A A G T  G C C A C C T G A C  
 6 4 0 1  G T C      
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    1  G A C G G A T C G G  G A G A T C T C C C  G A T C C C C T A T  G G T G C A C T C T  C A G T A C A A T C  
   5 1  T G C T C T G A T G  C C G C A T A G T T  A A G C C A G T A T  C T G C T C C C T G  C T T G T G T G T T  
  1 0 1  G G A G G T C G C T  G A G T A G T G C G  C G A G C A A A A T  T T A A G C T A C A  A C A A G G C A A G  
  1 5 1  G C T T G A C C G A  C A A T T G C A T G  A A G A A T C T G C  T T A G G G T T A G  G C G T T T T G C G  
  2 0 1  C T G C T T C G C G  A T G T A C G G G C  C A G A T A T A C G  C G T T G A C A T T  G A T T A T T G A C  
  2 5 1  T A G T T A T T A A  T A G T A A T C A A  T T A C G G G G T C  A T T A G T T C A T  A G C C C A T A T A  
  3 0 1  T G G A G T T C C G  C G T T A C A T A A  C T T A C G G T A A  A T G G C C C G C C  T G G C T G A C C G  
  3 5 1  C C C A A C G A C C  C C C G C C C A T T  G A C G T C A A T A  A T G A C G T A T G  T T C C C A T A G T  
  4 0 1  A A C G C C A A T A  G G G A C T T T C C  A T T G A C G T C A  A T G G G T G G A G  T A T T T A C G G T  
  4 5 1  A A A C T G C C C A  C T T G G C A G T A  C A T C A A G T G T  A T C A T A T G C C  A A G T A C G C C C  
  5 0 1  C C T A T T G A C G  T C A A T G A C G G  T A A A T G G C C C  G C C T G G C A T T  A T G C C C A G T A  
  5 5 1  C A T G A C C T T A  T G G G A C T T T C  C T A C T T G G C A  G T A C A T C T A C  G T A T T A G T C A  
  6 0 1  T C G C T A T T A C  C A T G G T G A T G  C G G T T T T G G C  A G T A C A T C A A  T G G G C G T G G A  
  6 5 1  T A G C G G T T T G  A C T C A C G G G G  A T T T C C A A G T  C T C C A C C C C A  T T G A C G T C A A  
  7 0 1  T G G G A G T T T G  T T T T G G C A C C  A A A A T C A A C G  G G A C T T T C C A  A A A T G T C G T A  
  7 5 1  A C A A C T C C G C  C C C A T T G A C G  C A A A T G G G C G  G T A G G C G T G T  A C G G T G G G A G  
  8 0 1  G T C T A T A T A A  G C A G A G C T C T  C T G G C T A A C T  A G A G A A C C C A  C T G C T T A C T G  
  8 5 1  G C T T A T C G A A  A T T A A T A C G A  C T C A C T A T A G  G G A G A C C C A A  G C T G G C T A G C  
  9 0 1  G T T T A A A C T T  A A G C T T G C C A  C C A T G C T G G C  A G T G G G C T G C  G C C C T G C T G G  
  9 5 1  C C G C C C T C C T  G G C T G C C C C T  G G C G C A G C G C  T G G C C C C C A G  A A G A T G C C C T  
 1 0 0 1  G C C C A G G A A G  T G G C C A G A G G  C G T G C T G A C C  A G C C T G C C C G  G C G A C A G C G T  
 1 0 5 1  G A C C C T G A C C  T G C C C T G G C G  T G G A G C C C G A  G G A C A A C G C C  A C C G T G C A C T  
 1 1 0 1  G G G T G C T G A G  A A A G C C T G C C  G C C G G A A G C C  A C C C C A G C A G  A T G G G C C G G C  
 1 1 5 1  A T G G G C A G G A  G A C T G C T G C T  G A G A A G C G T G  C A G C T C C A C G  A C A G C G G C A A  
 1 2 0 1  C T A C A G C T G C  T A C A G A G C C G  G C A G A C C T G C  C G G C A C C G T G  C A C C T C C T G G  
 1 2 5 1  T G G A C G T G C C  C C C C G A G G A G  C C T C A G C T G A  G C T G C T T C A G  G A A G A G C C C C  
 1 3 0 1  C T G A G C A A C G  T G G T G T G T G A  G T G G G G C C C C  A G A A G C A C C C  C C A G C C T G A C  
 1 3 5 1  C A C C A A G G C C  G T G C T G C T G G  T G A G G A A G T T  C C A G A A C A G C  C C T G C C G A G G  
 1 4 0 1  A T T T C C A G G A  G C C C T G C C A G  T A C A G C C A G G  A G A G C C A G A A  G T T C A G C T G C  
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 1 4 5 1  C A G C T G G C C G  T G C C C G A G T G  C G A C A G C A G C  T T C T A C A T C G  T G T C C A T G T G  
 1 5 0 1  C G T G G C C A G C  T C T G T G G G C A  G C A A G T T C A G  C A A G A C C C A G  A C C T T C C A G G  
 1 5 5 1  G C T G C G G C A T  C C T G C A G C C C  G A C C C T C C C G  C C A A C A T C A C  C G T G A C C G C C  
 1 6 0 1  G T G G C C A G A A  A T C C T A G A T G  G C T G A G C G T G  A C C T G G C A G G  A C C C T C A C A G  
 1 6 5 1  C T G G A A C A G C  T C C T T C T A C C  G G C T G A G A T T  C G A G C T G C G G  T A C A G G G C C G  
 1 7 0 1  A G A G A A G C A A  G A C C T T T A C C  A C C T G G A T G G  T G A A G G A C C T  G C A G C A C C A C  
 1 7 5 1  T G C G T G A T C C  A C G A C G C C T G  G A G C G G C C T G  A G A C A C G T G G  T G C A G C T G A G  
 1 8 0 1  A G C C C A G G A G  G A G T T C G G C C  A G G G C G A G T G  G A G C G A G T G G  T C C C C C G A G G  
 1 8 5 1  C C A T G G G C A C  C C C C T G G A C C  G A G A G C A G A A  G C C C T C C T G C  T C G T G G A G G A  
 1 9 0 1  G G G G G C A G C G  G C G G A G G A G G  A A G C G T G G A A  C C G G G A T C C A  C T A G T C C A G T  
 1 9 5 1  G T G G T G G A A T  T T C G A G T C T A  G A G G G C C C G T  T T A A A C C C G C  T G A T C A G C C T  
 2 0 0 1  C G A C T G T G C C  T T C T A G T T G C  C A G C C A T C T G  T T G T T T G C C C  C T C C C C C G T G  
 2 0 5 1  C C T T C C T T G A  C C C T G G A A G G  T G C C A C T C C C  A C T G T C C T T T  C C T A A T A A A A  
 2 1 0 1  T G A G G A A A T T  G C A T C G C A T T  G T C T G A G T A G  G T G T C A T T C T  A T T C T G G G G G  
 2 1 5 1  G T G G G G T G G G  G C A G G A C A G C  A A G G G G G A G G  A T T G G G A A G A  C A A T A G C A G G  
 2 2 0 1  C A T G C T G G G G  A T G C G G T G G G  C T C T A T G G C T  T C T G A G G C G G  A A A G A A C C A G  
 2 2 5 1  C T G G G G C T C T  A G G G G G T A T C  C C C A C G C G C C  C T G T A G C G G C  G C A T T A A G C G  
 2 3 0 1  C G G C G G G T G T  G G T G G T T A C G  C G C A G C G T G A  C C G C T A C A C T  T G C C A G C G C C  
 2 3 5 1  C T A G C G C C C G  C T C C T T T C G C  T T T C T T C C C T  T C C T T T C T C G  C C A C G T T C G C  
 2 4 0 1  C G G C T T T C C C  C G T C A A G C T C  T A A A T C G G G G  G C T C C C T T T A  G G G T T C C G A T  
 2 4 5 1  T T A G T G C T T T  A C G G C A C C T C  G A C C C C A A A A  A A C T T G A T T A  G G G T G A T G G T  
 2 5 0 1  T C A C G T A G T G  G G C C A T C G C C  C T G A T A G A C G  G T T T T T C G C C  C T T T G A C G T T  
 2 5 5 1  G G A G T C C A C G  T T C T T T A A T A  G T G G A C T C T T  G T T C C A A A C T  G G A A C A A C A C  
 2 6 0 1  T C A A C C C T A T  C T C G G T C T A T  T C T T T T G A T T  T A T A A G G G A T  T T T G C C G A T T  
 2 6 5 1  T C G G C C T A T T  G G T T A A A A A A  T G A G C T G A T T  T A A C A A A A A T  T T A A C G C G A A  
 2 7 0 1  T T A A T T C T G T  G G A A T G T G T G  T C A G T T A G G G  T G T G G A A A G T  C C C C A G G C T C  
 2 7 5 1  C C C A G C A G G C  A G A A G T A T G C  A A A G C A T G C A  T C T C A A T T A G  T C A G C A A C C A  
 2 8 0 1  G G T G T G G A A A  G T C C C C A G G C  T C C C C A G C A G  G C A G A A G T A T  G C A A A G C A T G  
 2 8 5 1  C A T C T C A A T T  A G T C A G C A A C  C A T A G T C C C G  C C C C T A A C T C  C G C C C A T C C C  
 2 9 0 1  G C C C C T A A C T  C C G C C C A G T T  C C G C C C A T T C  T C C G C C C C A T  G G C T G A C T A A  
 2 9 5 1  T T T T T T T T A T  T T A T G C A G A G  G C C G A G G C C G  C C T C T G C C T C  T G A G C T A T T C  
 3 0 0 1  C A G A A G T A G T  G A G G A G G C T T  T T T T G G A G G C  C T A G G C T T T T  G C A A A A A G C T  
 3 0 5 1  C C C G G G A G C T  T G T A T A T C C A  T T T T C G G A T C  T G A T C A A G A G  A C A G G A T G A G  
 3 1 0 1  G A T C G T T T C G  C A T G A T T G A A  C A A G A T G G A T  T G C A C G C A G G  T T C T C C G G C C  
 3 1 5 1  G C T T G G G T G G  A G A G G C T A T T  C G G C T A T G A C  T G G G C A C A A C  A G A C A A T C G G  
 3 2 0 1  C T G C T C T G A T  G C C G C C G T G T  T C C G G C T G T C  A G C G C A G G G G  C G C C C G G T T C  
 3 2 5 1  T T T T T G T C A A  G A C C G A C C T G  T C C G G T G C C C  T G A A T G A A C T  G C A G G A C G A G  
 3 3 0 1  G C A G C G C G G C  T A T C G T G G C T  G G C C A C G A C G  G G C G T T C C T T  G C G C A G C T G T  
 3 3 5 1  G C T C G A C G T T  G T C A C T G A A G  C G G G A A G G G A  C T G G C T G C T A  T T G G G C G A A G  
 3 4 0 1  T G C C G G G G C A  G G A T C T C C T G  T C A T C T C A C C  T T G C T C C T G C  C G A G A A A G T A  
 3 4 5 1  T C C A T C A T G G  C T G A T G C A A T  G C G G C G G C T G  C A T A C G C T T G  A T C C G G C T A C  
 3 5 0 1  C T G C C C A T T C  G A C C A C C A A G  C G A A A C A T C G  C A T C G A G C G A  G C A C G T A C T C  
 3 5 5 1  G G A T G G A A G C  C G G T C T T G T C  G A T C A G G A T G  A T C T G G A C G A  A G A G C A T C A G  
 3 6 0 1  G G G C T C G C G C  C A G C C G A A C T  G T T C G C C A G G  C T C A A G G C G C  G C A T G C C C G A  
 3 6 5 1  C G G C G A G G A T  C T C G T C G T G A  C C C A T G G C G A  T G C C T G C T T G  C C G A A T A T C A  
 3 7 0 1  T G G T G G A A A A  T G G C C G C T T T  T C T G G A T T C A  T C G A C T G T G G  C C G G C T G G G T  
 3 7 5 1  G T G G C G G A C C  G C T A T C A G G A  C A T A G C G T T G  G C T A C C C G T G  A T A T T G C T G A  
 3 8 0 1  A G A G C T T G G C  G G C G A A T G G G  C T G A C C G C T T  C C T C G T G C T T  T A C G G T A T C G  
 3 8 5 1  C C G C T C C C G A  T T C G C A G C G C  A T C G C C T T C T  A T C G C C T T C T  T G A C G A G T T C  
 3 9 0 1  T T C T G A G C G G  G A C T C T G G G G  T T C G A A A T G A  C C G A C C A A G C  G A C G C C C A A C  
 3 9 5 1  C T G C C A T C A C  G A G A T T T C G A  T T C C A C C G C C  G C C T T C T A T G  A A A G G T T G G G  
 4 0 0 1  C T T C G G A A T C  G T T T T C C G G G  A C G C C G G C T G  G A T G A T C C T C  C A G C G C G G G G  
 4 0 5 1  A T C T C A T G C T  G G A G T T C T T C  G C C C A C C C C A  A C T T G T T T A T  T G C A G C T T A T  
 4 1 0 1  A A T G G T T A C A  A A T A A A G C A A  T A G C A T C A C A  A A T T T C A C A A  A T A A A G C A T T  
 4 1 5 1  T T T T T C A C T G  C A T T C T A G T T  G T G G T T T G T C  C A A A C T C A T C  A A T G T A T C T T  
 4 2 0 1  A T C A T G T C T G  T A T A C C G T C G  A C C T C T A G C T  A G A G C T T G G C  G T A A T C A T G G  
 4 2 5 1  T C A T A G C T G T  T T C C T G T G T G  A A A T T G T T A T  C C G C T C A C A A  T T C C A C A C A A  
 4 3 0 1  C A T A C G A G C C  G G A A G C A T A A  A G T G T A A A G C  C T G G G G T G C C  T A A T G A G T G A  
 4 3 5 1  G C T A A C T C A C  A T T A A T T G C G  T T G C G C T C A C  T G C C C G C T T T  C C A G T C G G G A  
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 4 4 0 1  A A C C T G T C G T  G C C A G C T G C A  T T A A T G A A T C  G G C C A A C G C G  C G G G G A G A G G  
 4 4 5 1  C G G T T T G C G T  A T T G G G C G C T  C T T C C G C T T C  C T C G C T C A C T  G A C T C G C T G C  
 4 5 0 1  G C T C G G T C G T  T C G G C T G C G G  C G A G C G G T A T  C A G C T C A C T C  A A A G G C G G T A  
 4 5 5 1  A T A C G G T T A T  C C A C A G A A T C  A G G G G A T A A C  G C A G G A A A G A  A C A T G T G A G C  
 4 6 0 1  A A A A G G C C A G  C A A A A G G C C A  G G A A C C G T A A  A A A G G C C G C G  T T G C T G G C G T  
 4 6 5 1  T T T T C C A T A G  G C T C C G C C C C  C C T G A C G A G C  A T C A C A A A A A  T C G A C G C T C A  
 4 7 0 1  A G T C A G A G G T  G G C G A A A C C C  G A C A G G A C T A  T A A A G A T A C C  A G G C G T T T C C  
 4 7 5 1  C C C T G G A A G C  T C C C T C G T G C  G C T C T C C T G T  T C C G A C C C T G  C C G C T T A C C G  
 4 8 0 1  G A T A C C T G T C  C G C C T T T C T C  C C T T C G G G A A  G C G T G G C G C T  T T C T C A T A G C  
 4 8 5 1  T C A C G C T G T A  G G T A T C T C A G  T T C G G T G T A G  G T C G T T C G C T  C C A A G C T G G G  
 4 9 0 1  C T G T G T G C A C  G A A C C C C C C G  T T C A G C C C G A  C C G C T G C G C C  T T A T C C G G T A  
 4 9 5 1  A C T A T C G T C T  T G A G T C C A A C  C C G G T A A G A C  A C G A C T T A T C  G C C A C T G G C A  
 5 0 0 1  G C A G C C A C T G  G T A A C A G G A T  T A G C A G A G C G  A G G T A T G T A G  G C G G T G C T A C  
 5 0 5 1  A G A G T T C T T G  A A G T G G T G G C  C T A A C T A C G G  C T A C A C T A G A  A G A A C A G T A T  
 5 1 0 1  T T G G T A T C T G  C G C T C T G C T G  A A G C C A G T T A  C C T T C G G A A A  A A G A G T T G G T  
 5 1 5 1  A G C T C T T G A T  C C G G C A A A C A  A A C C A C C G C T  G G T A G C G G T T  T T T T T G T T T G  
 5 2 0 1  C A A G C A G C A G  A T T A C G C G C A  G A A A A A A A G G  A T C T C A A G A A  G A T C C T T T G A  
 5 2 5 1  T C T T T T C T A C  G G G G T C T G A C  G C T C A G T G G A  A C G A A A A C T C  A C G T T A A G G G  
 5 3 0 1  A T T T T G G T C A  T G A G A T T A T C  A A A A A G G A T C  T T C A C C T A G A  T C C T T T T A A A  
 5 3 5 1  T T A A A A A T G A  A G T T T T A A A T  C A A T C T A A A G  T A T A T A T G A G  T A A A C T T G G T  
 5 4 0 1  C T G A C A G T T A  C C A A T G C T T A  A T C A G T G A G G  C A C C T A T C T C  A G C G A T C T G T  
 5 4 5 1  C T A T T T C G T T  C A T C C A T A G T  T G C C T G A C T C  C C C G T C G T G T  A G A T A A C T A C  
 5 5 0 1  G A T A C G G G A G  G G C T T A C C A T  C T G G C C C C A G  T G C T G C A A T G  A T A C C G C G A G  
 5 5 5 1  A C C C A C G C T C  A C C G G C T C C A  G A T T T A T C A G  C A A T A A A C C A  G C C A G C C G G A  
 5 6 0 1  A G G G C C G A G C  G C A G A A G T G G  T C C T G C A A C T  T T A T C C G C C T  C C A T C C A G T C  
 5 6 5 1  T A T T A A T T G T  T G C C G G G A A G  C T A G A G T A A G  T A G T T C G C C A  G T T A A T A G T T  
 5 7 0 1  T G C G C A A C G T  T G T T G C C A T T  G C T A C A G G C A  T C G T G G T G T C  A C G C T C G T C G  
 5 7 5 1  T T T G G T A T G G  C T T C A T T C A G  C T C C G G T T C C  C A A C G A T C A A  G G C G A G T T A C  
 5 8 0 1  A T G A T C C C C C  A T G T T G T G C A  A A A A A G C G G T  T A G C T C C T T C  G G T C C T C C G A  
 5 8 5 1  T C G T T G T C A G  A A G T A A G T T G  G C C G C A G T G T  T A T C A C T C A T  G G T T A T G G C A  
 5 9 0 1  G C A C T G C A T A  A T T C T C T T A C  T G T C A T G C C A  T C C G T A A G A T  G C T T T T C T G T  
 5 9 5 1  G A C T G G T G A G  T A C T C A A C C A  A G T C A T T C T G  A G A A T A G T G T  A T G C G G C G A C  
 6 0 0 1  C G A G T T G C T C  T T G C C C G G C G  T C A A T A C G G G  A T A A T A C C G C  G C C A C A T A G C  
 6 0 5 1  A G A A C T T T A A  A A G T G C T C A T  C A T T G G A A A A  C G T T C T T C G G  G G C G A A A A C T  
 6 1 0 1  C T C A A G G A T C  T T A C C G C T G T  T G A G A T C C A G  T T C G A T G T A A  C C C A C T C G T G  
 6 1 5 1  C A C C C A A C T G  A T C T T C A G C A  T C T T T T A C T T  T C A C C A G C G T  T T C T G G G T G A  
 6 2 0 1  G C A A A A A C A G  G A A G G C A A A A  T G C C G C A A A A  A A G G G A A T A A  G G G C G A C A C G  
 6 2 5 1  G A A A T G T T G A  A T A C T C A T A C  T C T T C C T T T T  T C A A T A T T A T  T G A A G C A T T T  
 6 3 0 1  A T C A G G G T T A  T T G T C T C A T G  A G C G G A T A C A  T A T T T G A A T G  T A T T T A G A A A  
 6 3 5 1  A A T A A A C A A A  T A G G G G T T C C  G C G C A C A T T T  C C C C G A A A A G  T G C C A C C T G A  
 6 4 0 1  C G T C      
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    1  G A C G G A T C G G  G A G A T C T C C C  G A T C C C C T A T  G G T G C A C T C T  C A G T A C A A T C  
   5 1  T G C T C T G A T G  C C G C A T A G T T  A A G C C A G T A T  C T G C T C C C T G  C T T G T G T G T T  
  1 0 1  G G A G G T C G C T  G A G T A G T G C G  C G A G C A A A A T  T T A A G C T A C A  A C A A G G C A A G  
  1 5 1  G C T T G A C C G A  C A A T T G C A T G  A A G A A T C T G C  T T A G G G T T A G  G C G T T T T G C G  
  2 0 1  C T G C T T C G C G  A T G T A C G G G C  C A G A T A T A C G  C G T T G A C A T T  G A T T A T T G A C  
  2 5 1  T A G T T A T T A A  T A G T A A T C A A  T T A C G G G G T C  A T T A G T T C A T  A G C C C A T A T A  
  3 0 1  T G G A G T T C C G  C G T T A C A T A A  C T T A C G G T A A  A T G G C C C G C C  T G G C T G A C C G  
  3 5 1  C C C A A C G A C C  C C C G C C C A T T  G A C G T C A A T A  A T G A C G T A T G  T T C C C A T A G T  
  4 0 1  A A C G C C A A T A  G G G A C T T T C C  A T T G A C G T C A  A T G G G T G G A G  T A T T T A C G G T  
  4 5 1  A A A C T G C C C A  C T T G G C A G T A  C A T C A A G T G T  A T C A T A T G C C  A A G T A C G C C C  
  5 0 1  C C T A T T G A C G  T C A A T G A C G G  T A A A T G G C C C  G C C T G G C A T T  A T G C C C A G T A  
  5 5 1  C A T G A C C T T A  T G G G A C T T T C  C T A C T T G G C A  G T A C A T C T A C  G T A T T A G T C A  
  6 0 1  T C G C T A T T A C  C A T G G T G A T G  C G G T T T T G G C  A G T A C A T C A A  T G G G C G T G G A  
  6 5 1  T A G C G G T T T G  A C T C A C G G G G  A T T T C C A A G T  C T C C A C C C C A  T T G A C G T C A A  
  7 0 1  T G G G A G T T T G  T T T T G G C A C C  A A A A T C A A C G  G G A C T T T C C A  A A A T G T C G T A  
  7 5 1  A C A A C T C C G C  C C C A T T G A C G  C A A A T G G G C G  G T A G G C G T G T  A C G G T G G G A G  
  8 0 1  G T C T A T A T A A  G C A G A G C T C T  C T G G C T A A C T  A G A G A A C C C A  C T G C T T A C T G  
  8 5 1  G C T T A T C G A A  A T T A A T A C G A  C T C A C T A T A G  G G A G A C C C A A  G C T G G C T A G C  
  9 0 1  G T T T A A A C T T  A A G C T T G C C A  C C A T G C T G G C  A G T G G G C T G C  G C C C T G C T G G  
  9 5 1  C C G C C C T C C T  G G C T G C C C C T  G G C G C A G C G C  T G G C C C C C A G  A A G A T G C C C T  
 1 0 0 1  G C C C A G G A A G  T G G C C A G A G G  C G T G C T G A C C  A G C C T G C C C G  G C G A C A G C G T  
 1 0 5 1  G A C C C T G A C C  T G C C C T G G C G  T G G A G C C C G A  G G A C A A C G C C  A C C G T G C A C T  
 1 1 0 1  G G G T G C T G A G  A A A G C C T G C C  G C C G G A A G C C  A C C C C A G C A G  A T G G G C C G G C  
 1 1 5 1  A T G G G C A G G A  G A C T G C T G C T  G A G A A G C G T G  C A G C T C C A C G  A C A G C G G C A A  
 1 2 0 1  C T A C A G C T G C  T A C A G A G C C G  G C A G A C C T G C  C G G C A C C G T G  C A C C T C C T G G  
 1 2 5 1  T G G A C G T G C C  C C C C G A G G A G  C C T C A G C T G A  G C T G C T T C A G  G A A G A G C C C C  
 1 3 0 1  C T G A G C A A C G  T G G T G T G T G A  G T G G G G C C C C  A G A A G C A C C C  C C A G C C T G A C  
 1 3 5 1  C A C C A A G G C C  G T G C T G C T G G  T G A G G A A G T T  C C A G A A C A G C  C C T G C C G A G G  



A n h a n g  

1 1 3  

 1 4 0 1  A T T T C C A G G A  G C C C T G C C A G  T A C A G C C A G G  A G A G C C A G A A  G T T C A G C T G C  
 1 4 5 1  C A G C T G G C C G  T G C C C G A G T G  C G A C A G C A G C  T T C T A C A T C G  T G T C C A T G T G  
 1 5 0 1  C G T G G C C A G C  T C T G T G G G C A  G C A A G T T C A G  C A A G A C C C A G  A C C T T C C A G G  
 1 5 5 1  G C T G C G G C A T  C C T G C A G C C C  G A C C C T C C C G  C C A A C A T C A C  C G T G A C C G C C  
 1 6 0 1  G T G G C C A G A A  A T C C T A G A T G  G C T G A G C G T G  A C C T G G C A G G  A C C C T C A C A G  
 1 6 5 1  C T G G A A C A G C  T C C T T C T A C C  G G C T G A G A T T  C G A G C T G C G G  T A C A G G G C C G  
 1 7 0 1  A G A G A A G C A A  G A C C T T T A C C  A C C T G G A T G G  T G A A G G A C C T  G C A G C A C C A C  
 1 7 5 1  T G C G T G A T C C  A C G A C G C C T G  G A G C G G C C T G  A G A C A C G T G G  T G C A G C T G A G  
 1 8 0 1  A G C C C A G G A G  G A G T T C G G C C  A G G G C G A G T G  G A G C G A G T G G  T C C C C C G A G G  
 1 8 5 1  C C A T G G G C A C  C C C C T G G A C C  G A G A G C A G A A  G C C C T C C T G C  T T A A G G A T C C  
 1 9 0 1  A C T A G T C C A G  T G T G G T G G A A  T T T C G A G T C T  A G A G G G C C C G  T T T A A A C C C G  
 1 9 5 1  C T G A T C A G C C  T C G A C T G T G C  C T T C T A G T T G  C C A G C C A T C T  G T T G T T T G C C  
 2 0 0 1  C C T C C C C C G T  G C C T T C C T T G  A C C C T G G A A G  G T G C C A C T C C  C A C T G T C C T T  
 2 0 5 1  T C C T A A T A A A  A T G A G G A A A T  T G C A T C G C A T  T G T C T G A G T A  G G T G T C A T T C  
 2 1 0 1  T A T T C T G G G G  G G T G G G G T G G  G G C A G G A C A G  C A A G G G G G A G  G A T T G G G A A G  
 2 1 5 1  A C A A T A G C A G  G C A T G C T G G G  G A T G C G G T G G  G C T C T A T G G C  T T C T G A G G C G  
 2 2 0 1  G A A A G A A C C A  G C T G G G G C T C  T A G G G G G T A T  C C C C A C G C G C  C C T G T A G C G G  
 2 2 5 1  C G C A T T A A G C  G C G G C G G G T G  T G G T G G T T A C  G C G C A G C G T G  A C C G C T A C A C  
 2 3 0 1  T T G C C A G C G C  C C T A G C G C C C  G C T C C T T T C G  C T T T C T T C C C  T T C C T T T C T C  
 2 3 5 1  G C C A C G T T C G  C C G G C T T T C C  C C G T C A A G C T  C T A A A T C G G G  G G C T C C C T T T  
 2 4 0 1  A G G G T T C C G A  T T T A G T G C T T  T A C G G C A C C T  C G A C C C C A A A  A A A C T T G A T T  
 2 4 5 1  A G G G T G A T G G  T T C A C G T A G T  G G G C C A T C G C  C C T G A T A G A C  G G T T T T T C G C  
 2 5 0 1  C C T T T G A C G T  T G G A G T C C A C  G T T C T T T A A T  A G T G G A C T C T  T G T T C C A A A C  
 2 5 5 1  T G G A A C A A C A  C T C A A C C C T A  T C T C G G T C T A  T T C T T T T G A T  T T A T A A G G G A  
 2 6 0 1  T T T T G C C G A T  T T C G G C C T A T  T G G T T A A A A A  A T G A G C T G A T  T T A A C A A A A A  
 2 6 5 1  T T T A A C G C G A  A T T A A T T C T G  T G G A A T G T G T  G T C A G T T A G G  G T G T G G A A A G  
 2 7 0 1  T C C C C A G G C T  C C C C A G C A G G  C A G A A G T A T G  C A A A G C A T G C  A T C T C A A T T A  
 2 7 5 1  G T C A G C A A C C  A G G T G T G G A A  A G T C C C C A G G  C T C C C C A G C A  G G C A G A A G T A  
 2 8 0 1  T G C A A A G C A T  G C A T C T C A A T  T A G T C A G C A A  C C A T A G T C C C  G C C C C T A A C T  
 2 8 5 1  C C G C C C A T C C  C G C C C C T A A C  T C C G C C C A G T  T C C G C C C A T T  C T C C G C C C C A  
 2 9 0 1  T G G C T G A C T A  A T T T T T T T T A  T T T A T G C A G A  G G C C G A G G C C  G C C T C T G C C T  
 2 9 5 1  C T G A G C T A T T  C C A G A A G T A G  T G A G G A G G C T  T T T T T G G A G G  C C T A G G C T T T  
 3 0 0 1  T G C A A A A A G C  T C C C G G G A G C  T T G T A T A T C C  A T T T T C G G A T  C T G A T C A A G A  
 3 0 5 1  G A C A G G A T G A  G G A T C G T T T C  G C A T G A T T G A  A C A A G A T G G A  T T G C A C G C A G  
 3 1 0 1  G T T C T C C G G C  C G C T T G G G T G  G A G A G G C T A T  T C G G C T A T G A  C T G G G C A C A A  
 3 1 5 1  C A G A C A A T C G  G C T G C T C T G A  T G C C G C C G T G  T T C C G G C T G T  C A G C G C A G G G  
 3 2 0 1  G C G C C C G G T T  C T T T T T G T C A  A G A C C G A C C T  G T C C G G T G C C  C T G A A T G A A C  
 3 2 5 1  T G C A G G A C G A  G G C A G C G C G G  C T A T C G T G G C  T G G C C A C G A C  G G G C G T T C C T  
 3 3 0 1  T G C G C A G C T G  T G C T C G A C G T  T G T C A C T G A A  G C G G G A A G G G  A C T G G C T G C T  
 3 3 5 1  A T T G G G C G A A  G T G C C G G G G C  A G G A T C T C C T  G T C A T C T C A C  C T T G C T C C T G  
 3 4 0 1  C C G A G A A A G T  A T C C A T C A T G  G C T G A T G C A A  T G C G G C G G C T  G C A T A C G C T T  
 3 4 5 1  G A T C C G G C T A  C C T G C C C A T T  C G A C C A C C A A  G C G A A A C A T C  G C A T C G A G C G  
 3 5 0 1  A G C A C G T A C T  C G G A T G G A A G  C C G G T C T T G T  C G A T C A G G A T  G A T C T G G A C G  
 3 5 5 1  A A G A G C A T C A  G G G G C T C G C G  C C A G C C G A A C  T G T T C G C C A G  G C T C A A G G C G  
 3 6 0 1  C G C A T G C C C G  A C G G C G A G G A  T C T C G T C G T G  A C C C A T G G C G  A T G C C T G C T T  
 3 6 5 1  G C C G A A T A T C  A T G G T G G A A A  A T G G C C G C T T  T T C T G G A T T C  A T C G A C T G T G  
 3 7 0 1  G C C G G C T G G G  T G T G G C G G A C  C G C T A T C A G G  A C A T A G C G T T  G G C T A C C C G T  
 3 7 5 1  G A T A T T G C T G  A A G A G C T T G G  C G G C G A A T G G  G C T G A C C G C T  T C C T C G T G C T  
 3 8 0 1  T T A C G G T A T C  G C C G C T C C C G  A T T C G C A G C G  C A T C G C C T T C  T A T C G C C T T C  
 3 8 5 1  T T G A C G A G T T  C T T C T G A G C G  G G A C T C T G G G  G T T C G A A A T G  A C C G A C C A A G  
 3 9 0 1  C G A C G C C C A A  C C T G C C A T C A  C G A G A T T T C G  A T T C C A C C G C  C G C C T T C T A T  
 3 9 5 1  G A A A G G T T G G  G C T T C G G A A T  C G T T T T C C G G  G A C G C C G G C T  G G A T G A T C C T  
 4 0 0 1  C C A G C G C G G G  G A T C T C A T G C  T G G A G T T C T T  C G C C C A C C C C  A A C T T G T T T A  
 4 0 5 1  T T G C A G C T T A  T A A T G G T T A C  A A A T A A A G C A  A T A G C A T C A C  A A A T T T C A C A  
 4 1 0 1  A A T A A A G C A T  T T T T T T C A C T  G C A T T C T A G T  T G T G G T T T G T  C C A A A C T C A T  
 4 1 5 1  C A A T G T A T C T  T A T C A T G T C T  G T A T A C C G T C  G A C C T C T A G C  T A G A G C T T G G  
 4 2 0 1  C G T A A T C A T G  G T C A T A G C T G  T T T C C T G T G T  G A A A T T G T T A  T C C G C T C A C A  
 4 2 5 1  A T T C C A C A C A  A C A T A C G A G C  C G G A A G C A T A  A A G T G T A A A G  C C T G G G G T G C  
 4 3 0 1  C T A A T G A G T G  A G C T A A C T C A  C A T T A A T T G C  G T T G C G C T C A  C T G C C C G C T T  
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 4 3 5 1  T C C A G T C G G G  A A A C C T G T C G  T G C C A G C T G C  A T T A A T G A A T  C G G C C A A C G C  
 4 4 0 1  G C G G G G A G A G  G C G G T T T G C G  T A T T G G G C G C  T C T T C C G C T T  C C T C G C T C A C  
 4 4 5 1  T G A C T C G C T G  C G C T C G G T C G  T T C G G C T G C G  G C G A G C G G T A  T C A G C T C A C T  
 4 5 0 1  C A A A G G C G G T  A A T A C G G T T A  T C C A C A G A A T  C A G G G G A T A A  C G C A G G A A A G  
 4 5 5 1  A A C A T G T G A G  C A A A A G G C C A  G C A A A A G G C C  A G G A A C C G T A  A A A A G G C C G C  
 4 6 0 1  G T T G C T G G C G  T T T T T C C A T A  G G C T C C G C C C  C C C T G A C G A G  C A T C A C A A A A  
 4 6 5 1  A T C G A C G C T C  A A G T C A G A G G  T G G C G A A A C C  C G A C A G G A C T  A T A A A G A T A C  
 4 7 0 1  C A G G C G T T T C  C C C C T G G A A G  C T C C C T C G T G  C G C T C T C C T G  T T C C G A C C C T  
 4 7 5 1  G C C G C T T A C C  G G A T A C C T G T  C C G C C T T T C T  C C C T T C G G G A  A G C G T G G C G C  
 4 8 0 1  T T T C T C A T A G  C T C A C G C T G T  A G G T A T C T C A  G T T C G G T G T A  G G T C G T T C G C  
 4 8 5 1  T C C A A G C T G G  G C T G T G T G C A  C G A A C C C C C C  G T T C A G C C C G  A C C G C T G C G C  
 4 9 0 1  C T T A T C C G G T  A A C T A T C G T C  T T G A G T C C A A  C C C G G T A A G A  C A C G A C T T A T  
 4 9 5 1  C G C C A C T G G C  A G C A G C C A C T  G G T A A C A G G A  T T A G C A G A G C  G A G G T A T G T A  
 5 0 0 1  G G C G G T G C T A  C A G A G T T C T T  G A A G T G G T G G  C C T A A C T A C G  G C T A C A C T A G  
 5 0 5 1  A A G A A C A G T A  T T T G G T A T C T  G C G C T C T G C T  G A A G C C A G T T  A C C T T C G G A A  
 5 1 0 1  A A A G A G T T G G  T A G C T C T T G A  T C C G G C A A A C  A A A C C A C C G C  T G G T A G C G G T  
 5 1 5 1  T T T T T T G T T T  G C A A G C A G C A  G A T T A C G C G C  A G A A A A A A A G  G A T C T C A A G A  
 5 2 0 1  A G A T C C T T T G  A T C T T T T C T A  C G G G G T C T G A  C G C T C A G T G G  A A C G A A A A C T  
 5 2 5 1  C A C G T T A A G G  G A T T T T G G T C  A T G A G A T T A T  C A A A A A G G A T  C T T C A C C T A G  
 5 3 0 1  A T C C T T T T A A  A T T A A A A A T G  A A G T T T T A A A  T C A A T C T A A A  G T A T A T A T G A  
 5 3 5 1  G T A A A C T T G G  T C T G A C A G T T  A C C A A T G C T T  A A T C A G T G A G  G C A C C T A T C T  
 5 4 0 1  C A G C G A T C T G  T C T A T T T C G T  T C A T C C A T A G  T T G C C T G A C T  C C C C G T C G T G  
 5 4 5 1  T A G A T A A C T A  C G A T A C G G G A  G G G C T T A C C A  T C T G G C C C C A  G T G C T G C A A T  
 5 5 0 1  G A T A C C G C G A  G A C C C A C G C T  C A C C G G C T C C  A G A T T T A T C A  G C A A T A A A C C  
 5 5 5 1  A G C C A G C C G G  A A G G G C C G A G  C G C A G A A G T G  G T C C T G C A A C  T T T A T C C G C C  
 5 6 0 1  T C C A T C C A G T  C T A T T A A T T G  T T G C C G G G A A  G C T A G A G T A A  G T A G T T C G C C  
 5 6 5 1  A G T T A A T A G T  T T G C G C A A C G  T T G T T G C C A T  T G C T A C A G G C  A T C G T G G T G T  
 5 7 0 1  C A C G C T C G T C  G T T T G G T A T G  G C T T C A T T C A  G C T C C G G T T C  C C A A C G A T C A  
 5 7 5 1  A G G C G A G T T A  C A T G A T C C C C  C A T G T T G T G C  A A A A A A G C G G  T T A G C T C C T T  
 5 8 0 1  C G G T C C T C C G  A T C G T T G T C A  G A A G T A A G T T  G G C C G C A G T G  T T A T C A C T C A  
 5 8 5 1  T G G T T A T G G C  A G C A C T G C A T  A A T T C T C T T A  C T G T C A T G C C  A T C C G T A A G A  
 5 9 0 1  T G C T T T T C T G  T G A C T G G T G A  G T A C T C A A C C  A A G T C A T T C T  G A G A A T A G T G  
 5 9 5 1  T A T G C G G C G A  C C G A G T T G C T  C T T G C C C G G C  G T C A A T A C G G  G A T A A T A C C G  
 6 0 0 1  C G C C A C A T A G  C A G A A C T T T A  A A A G T G C T C A  T C A T T G G A A A  A C G T T C T T C G  
 6 0 5 1  G G G C G A A A A C  T C T C A A G G A T  C T T A C C G C T G  T T G A G A T C C A  G T T C G A T G T A  
 6 1 0 1  A C C C A C T C G T  G C A C C C A A C T  G A T C T T C A G C  A T C T T T T A C T  T T C A C C A G C G  
 6 1 5 1  T T T C T G G G T G  A G C A A A A A C A  G G A A G G C A A A  A T G C C G C A A A  A A A G G G A A T A  
 6 2 0 1  A G G G C G A C A C  G G A A A T G T T G  A A T A C T C A T A  C T C T T C C T T T  T T C A A T A T T A  
 6 2 5 1  T T G A A G C A T T  T A T C A G G G T T  A T T G T C T C A T  G A G C G G A T A C  A T A T T T G A A T  
 6 3 0 1  G T A T T T A G A A  A A A T A A A C A A  A T A G G G G T T C  C G C G C A C A T T  T C C C C G A A A A  
 6 3 5 1  G T G C C A C C T G  A C G T C  
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A b b. 8. 2. 8 : Ali g n m e nt d es m uti e rt e n sI L -6 R ( a us P C R) u n d d es m uti e rt e n sI L -6 R a us 
B a m H І-S p alt u n g  ( + 4 2 A S Ü b e r h a n g) 

s I L - 6 R P C R                 M L A V G C A L L A A L L A A P G A A L A P R R C P A Q E V A R G V L T S L P G D S V T L T C P G V  
H y p e r - I L - 6 - F c S e q L 1 + 4 2 A S   M L A V G C A L L A A L L A A P G A A L A P R R C P A Q E V A R G V L T S L P G D S V T L T C P G V  

* * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *   

s I L - 6 R P C R                 E P E D N A T V H W V L R K P A A G S H P S R W A G M G R R L L L R S V Q L H D S G N Y S C Y R A G  
H y p e r - I L - 6 - F c S e q L 1 + 4 2 A S   E P E D N A T V H W V L R K P A A G S H P S R W A G M G R R L L L R S V Q L H D S G N Y S C Y R A G  

* * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *   

s I L - 6 R P C R                 R P A G T V H L L V D V P P E E P Q L S C F R K S P L S N V V C E W G P R S T P S L T T K A V L L V  
H y p e r - I L - 6 - F c S e q L 1 + 4 2 A S   R P A G T V H L L V D V P P E E P Q L S C F R K S P L S N V V C E W G P R S T P S L T T K A V L L V  

* * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *  

s I L - 6 R P C R                 R K F Q N S P A E D F Q E P C Q Y S Q E S Q K F S C Q L A V P E C D S S F Y I V S M C V A S S V G S  
H y p e r - I L - 6 - F c S e q L 1 + 4 2 A S   R K F Q N S P A E D F Q E P C Q Y S Q E S Q K F S C Q L A V P E C D S S F Y I V S M C V A S S V G S  

      * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *  

s I L - 6 R P C R                 K F S K T Q T F Q G C G I L Q P D P P A N I T V T A V A R N P R W L S V T W Q D P H S W N S S F Y R  
H y p e r - I L - 6 - F c S e q L 1 + 4 2 A S   K F S K T Q T F Q G C G I L Q P D P P A N I T V T A V A R N P R W L S V T W Q D P H S W N S S F Y R  

      * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *  

s I L - 6 R P C R                 L R F E L R Y R A E R S K T F T T W M V K D L Q H H C V I H D A W S G L R H V V Q L R A Q E E F G Q  
H y p e r - I L - 6 - F c S e q L 1 + 4 2 A S   L R F E L R Y R A E R S K T F T T W M V K D L Q H H C V I H D A W S G L R H V V Q L R A Q E E F G Q  

      * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *  

s I L - 6 R P C R                 G E W S E W S P E A M G T P W T E S R S P P A - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  
H y p e r - I L - 6 - F c S e q L 1 + 4 2 A S   G E W S E W S P E A M G T P W T E S R S P P A R G G G G S G G G G S V E P D P L V Q C G G I S S L E  

* * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *  

s I L - 6 R P C R                 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  
H y p e r - I L - 6 - F c S e q L 1 + 4 2 A S   G P F K P A D Q P R L C L L V A S H L L F A P P P C L P  

A b b. 8. 2. 9 : Ali g n m e nt d es m uti e rt e n sI L -6 R ( a us P C R) u n d d es m uti e rt e n sI L -6 R a us 
B a m H І-S p alt u n g ( + 1 7 A S Ü b e r h a n g)  

s I L - 6 R P C R                     M L A V G C A L L A A L L A A P G A A L A P R R C P A Q E V A R G V L T S L P G D S V T L T C P G V  
H y p e r - I L - 6 - F c S e q L 2 + 1 7 A S       M L A V G C A L L A A L L A A P G A A L A P R R C P A Q E V A R G V L T S L P G D S V T L T C P G V  

* * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *  

s I L - 6 R P C R            E P E D N A T V H W V L R K P A A G S H P S R W A G M G R R L L L R S V Q L H D S G N Y S C Y R A G  
H y p e r - I L - 6 - F c S e q L 2 + 1 7 A S       E P E D N A T V H W V L R K P A A G S H P S R W A G M G R R L L L R S V Q L H D S G N Y S C Y R A G  

* * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *  

s I L - 6 R P C R            R P A G T V H L L V D V P P E E P Q L S C F R K S P L S N V V C E W G P R S T P S L T T K A V L L V  
H y p e r - I L - 6 - F c S e q L 2 + 1 7 A S       R P A G T V H L L V D V P P E E P Q L S C F R K S P L S N V V C E W G P R S T P S L T T K A V L L V  

* * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *  

s I L - 6 R P C R            R K F Q N S P A E D F Q E P C Q Y S Q E S Q K F S C Q L A V P E C D S S F Y I V S M C V A S S V G S  
H y p e r - I L - 6 - F c S e q L 2 + 1 7 A S       R K F Q N S P A E D F Q E P C Q Y S Q E S Q K F S C Q L A V P E C D S S F Y I V S M C V A S S V G S  

* * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *  

s I L - 6 R P C R            K F S K T Q T F Q G C G I L Q P D P P A N I T V T A V A R N P R W L S V T W Q D P H S W N S S F Y R  
H y p e r - I L - 6 - F c S e q L 2 + 1 7 A S       K F S K T Q T F Q G C G I L Q P D P P A N I T V T A V A R N P R W L S V T W Q D P H S W N S S F Y R  

* * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *  

s I L - 6 R P C R            L R F E L R Y R A E R S K T F T T W M V K D L Q H H C V I H D A W S G L R H V V Q L R A Q E E F G Q  
H y p e r - I L - 6 - F c S e q L 2 + 1 7 A S       L R F E L R Y R A E R S K T F T T W M V K D L Q H H C V I H D A W S G L R H V V Q L R A Q E E F G Q  

* * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *  

s I L - 6 R P C R                     G E W S E W S P E A M G T P W T E S R S P P A - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  
H y p e r - I L - 6 - F c S e q L 2 + 1 7 A S       G E W S E W S P E A M G T P W T E S R S P P A R G G G G S G G G G S V E P G S T S P V W W N F E S R  

* * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *                            

s I L - 6 R P C R            - - -  
H y p e r - I L - 6 - F c S e q L 2 + 1 7 A S       G P V  
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A b b. 8. 2. 1 0 : Ali g n m e nt d es m uti e rt e n sI L -6 R a us B a m H І-Ve r d a u ( + 1 7 A S Ü b e r h a n g) u n d 
d es m uti e rt e n sI L- 6 R a us B a m H І-S p alt u n g ( + 4 2  A S Ü b e r h a n g ) 

H y p e r - I L - 6 - F c S e q L 1 + 4 2 A S       M L A V G C A L L A A L L A A P G A A L A P R R C P A Q E V A R G V L T S L P G D S V T L T C P G V  
H y p e r - I L - 6 - F c S e q L 2 + 1 7 A S       M L A V G C A L L A A L L A A P G A A L A P R R C P A Q E V A R G V L T S L P G D S V T L T C P G V  

* * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *  

H y p e r - I L - 6 - F c S e q L 1 + 4 2 A S       E P E D N A T V H W V L R K P A A G S H P S R W A G M G R R L L L R S V Q L H D S G N Y S C Y R A G  
H y p e r - I L - 6 - F c S e q L 2 + 1 7 A S       E P E D N A T V H W V L R K P A A G S H P S R W A G M G R R L L L R S V Q L H D S G N Y S C Y R A G  

* * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *  

H y p e r - I L - 6 - F c S e q L 1 + 4 2 A S       R P A G T V H L L V D V P P E E P Q L S C F R K S P L S N V V C E W G P R S T P S L T T K A V L L V  
H y p e r - I L - 6 - F c S e q L 2 + 1 7 A S       R P A G T V H L L V D V P P E E P Q L S C F R K S P L S N V V C E W G P R S T P S L T T K A V L L V  

* * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *  

H y p e r - I L - 6 - F c S e q L 1 + 4 2 A S       R K F Q N S P A E D F Q E P C Q Y S Q E S Q K F S C Q L A V P E C D S S F Y I V S M C V A S S V G S  
H y p e r - I L - 6 - F c S e q L 2 + 1 7 A S       R K F Q N S P A E D F Q E P C Q Y S Q E S Q K F S C Q L A V P E C D S S F Y I V S M C V A S S V G S  

* * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *  

H y p e r - I L - 6 - F c S e q L 1 + 4 2 A S       K F S K T Q T F Q G C G I L Q P D P P A N I T V T A V A R N P R W L S V T W Q D P H S W N S S F Y R  
H y p e r - I L - 6 - F c S e q L 2 + 1 7 A S       K F S K T Q T F Q G C G I L Q P D P P A N I T V T A V A R N P R W L S V T W Q D P H S W N S S F Y R  

* * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *  

H y p e r - I L - 6 - F c S e q L 1 + 4 2 A S       L R F E L R Y R A E R S K T F T T W M V K D L Q H H C V I H D A W S G L R H V V Q L R A Q E E F G Q  
H y p e r - I L - 6 - F c S e q L 2 + 1 7 A S       L R F E L R Y R A E R S K T F T T W M V K D L Q H H C V I H D A W S G L R H V V Q L R A Q E E F G Q  

* * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *  

H y p e r - I L - 6 - F c S e q L 1 + 4 2 A S       G E W S E W S P E A M G T P W T E S R S P P A R G G G G S G G G G S V E P D P L V Q C G G I S S L E  
H y p e r - I L - 6 - F c S e q L 2 + 1 7 A S       G E W S E W S P E A M G T P W T E S R S P P A R G G G G S G G G G S V E P G S T S P V W W N F E S R  

* * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * . .         .  .  

H y p e r - I L - 6 - F c S e q L 1 + 4 2 A S       G P F K P A D Q P R L C L L V A S H L L F A P P P C L P  
H y p e r - I L - 6 - F c S e q L 2 + 1 7 A S       G P V - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  

* *  
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8. 3 D a n k s a g u n g  

I ch m ö c ht e mi c h b ei d e m T e a m d es I nstit uts f ür Bi o c h e mi e u n d M ol e k ul ar bi ol o gi e II  

f ür di e U nt erst üt z u n g u n d gr o ß e Hilf e w ä hr e n d di es er Ar b eit b e d a n k e n. I ns b es o n d er e 

m ei n e m D o kt or v at er U ni v. - Pr of. Dr. J ür g e n S c h ell er u n d P a ul B ar a n, M. S c. f ür di e 

U nt erst ü t z u n g b ei d er Er ar b eit u n g d es K o n z e pts u n d di e A nl eit u n g b ei d er Ar b eit i m 

L a b or. 

Z u d e m m ö c ht e i c h mi c h b ei m ei n er F a mili e b e d a n k e n. B ei m ei n e n Elt er n u n d m ei n e n 

G es c h wist er n Sis ai, H os ai u n d Wa g m a f ür di e Hilf e u n d d e n Gl a u b e n a n mi c h i n 

s c h w er e n J a hr e n, di es er D a n k gilt a u c h m ei n e n Fr e u n di n n e n J uli a, M arti n a, St effi u n d 

H af as e.  
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