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Zusammenfassung

Charakterisierung eines ELISA-Testsystems Zur spezifischen
Quantifizierung von Interleukin (IL)-6/l6slichen IL-6 Rezeptor

Transsignalingkomplexen von Rana Sadiq

II-6 1st emn korpereigenes Protein, das mm Rahmen des Entziindungsgeschehens
hochreguliert wird. Die Signaltransduktion von IL-6 wird iiber zwer Wege mduziert.
Wihrend des classic-signalings bindet IL-6 an den membrangebundenen IL-6R, der
sich auf Hepatozyten und eimigen Leukozytenarten befindet. Der Komplex aus IL-6 und
dem nicht signaltransduzierendem, membrangebundenen IL-6R, der a-Rezeptor, bildet
emen Komplex mit dem signaltransduzierendem B-Rezeptor gpl130. Dadurch
werden verschiedene Signalwege eingeleitet. Durch das classic-signaling werden vor
allem  anti-inflammatorische  Reaktionen  hervorgerufen. Im  Laufe des
Entziindungsgeschehens werden aus dem membrangebundenen IT-6R immer grofiere
Mengen des loslichen IL-6R (sIL-6R) gebildet. Dies geschieht zum groBten Teil durch
Ektodomanen-Shedding des membrangebundenen IT-6R (90%), ein geringerer Anteil
des sIL-6R. entsteht durch alternatives Splicing der mRNA des membrangebundenen
II-6R (10%). Der durch den sIL-6R mduzierte Signalweg wird frans-signaling
genannt und ruft zum groBten Teil pro-inflammatorische Reaktionen hervor. Der
Komplex aus IL-6 und dem sIL-6R kann durch den Inlibitor sgpl30Fc gehemmt
werden. In dieser Arbeit wurden verschiedene Methodiken verwendet, um den
Komplex aus IL-6/sIL-6R zu untersuchen. Im Zuge dieser Untersuchungen wurde ein
ELISA genutzt, der den IL-6/sIL-6R Komplex detektieren kann Im Gegensatz zu
diesem ELISA kdénnen bisher genutzte ELISA IL-6 und den sIL-6R nur einzeln
detektieren, jedoch nicht als Komplex. In verschiedenen Untersuchungen konnte gezeipt
werden, dass der IL-6/sIL-6R Komplex ELISA in vitro verwendet werden kann
Ausserdem wurde gezeigt, dass der IL-6/sIL-6R Komplex ELISA auch in vive mut
Blutseren von verschiedenen Probanden verwendet werden kann Der IL-6/sIL-6R
Komplex ELISA wurde im Kontext dieser Arbeit erstmals in vivo getestet. In emem
zweiten Projekt wurde untersucht, ob es méglich ist, einen disulfid-gekoppelten
Komplex aus IL-6 und dem sIL-6R zu bilden, der biologisch aktiv 1st.



Summary

Characterization of an ELISA test system for the specific quantification of
interleukin (IL)-6/soluble IL-6 receptor transsignaling complexes by Rana Sadiq

I-6 15 a endogenous protein, that 1s upregulated as part of the inflammatory process. IL-6
signaling 1s mnduced via two pathways. Duning classic signaling, IT-6 binds to the membrane-
bound IT-6R found on hepatocytes and some types of leukocytes.

The complex of IL-6 and the non-signal-transducing, membrane-bound IT-6R,, the a-receptor,
forms a complex with the signal-transducing p-receptor gp130.

This imtiates various signaling pathways. Above all, anti-inflammatory reactions are caused
by the classic signaling. In the course of the inflammatory process, mereasing amounts of the
soluble IT-6R. (SsIL-6R) are formed from the membrane-bound IL-6R. This occurs mostly
through ectodomain shedding of the membrane-bound IT-6R. (90%), a smaller proportion of
the sIT-6R arises through alternative splicing of the mRNA of the membrane-bound IT-6R
(10%).

The signaling pathway induced by the sIL-6R is called trans signaling and elicits mostly pro-
mflammatory responses. The complex of IL-6 and the s[L-6R can be inhibited by the inhibitor
sgpl30Fc. In this work different methodologies were used to study the IL 6/sIL-6R complex.
In the course of these mvestigations, an ELISA was used that can detect the IT-6/sIL-6R
complex. In contrast to this ELISA  previously used ELISAs can only detect IL-6 and the sIT-
6R mndividually, but not as a complex. Various studies have shown that the IT-6/sIL-6R
complex ELISA can be used in vitro. In addition, 1t was shown that the IT-6/sIL-6R. complex
ELISA can also be used in vivo with blood sera from different subjects. The IL-6/sIL-6R
complex ELISA was tested in vivo for the first time in the context of thus work. A second
project mvestigated whether it 15 possible to form a disulfide-coupled complex between IL-6
and the sIT.-6R that 1s biologically active.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das pleiotrope Zytokin Interleukin 6
Zytokine sind kleine, wielfach glykosylierte Proteine, die in verschiedene Klassen
unterte1lt werden. Hierzu gehdren Interleukine (IL), Interferone, Wachstumsfaktoren und
Chemokine (Scheller et al. 2011). Sie nehmen eme wichtige Funktion wihrend
Entziindungsprozessen ein und beeinflussen Proliferation und Differenzierung von
Zielzellen Zur Gruppe der Interleukine gehdren unter anderem IT-6, IT-11, IT-27_ I1.-31,
Leukanue inlmbierender Faktor (LIF), Oncostatin M (OSM) und der ciliar neutotrophic
factor (CNTF) (Heinrich et al. 2003, Scheller et al. 2006).
Im Rahmen dieser Arbert 1st im speziellen das Interleukin IL-6 von essentieller
Bedeuting. Es handelt sich um em pro-inflammatorisches Zytokin, das in
Entziindungsprozessen eine besondere Rolle aufweist. Das Protemn IL-6 ist glykosyliert,
besteht aus 184 Aminosauren, 1st 21 — 28 kDa grob und wird aus 4 a-Helices gebildet.
Die 4 a-Helices lagern sich zu emem Biindel mit einer up-up-down-down Topologie
zusammen (Hammacher et al. 1994). Zur Bindung an den IL-6 Rezeptor (IL-6R) +
Glykoprotem 130 (gpl30) besitzt IL-6 drer Bindungsstellen. II.-6 wird von vielen
verschiedenen Zellen produziert, wie zB. Fibroblasten, Endothelzellen oder
Tumorzellen. Des Weiteren 1st es im Blut gesunder Mensch kaum detektierbar, die Menge
liegt unter Normalbedingungen zwischen 2 - 6 pg/ml (Scambia et al. 1994), steigt jedoch
be1 Entziindung. In der Leber induziert I1-6 die Akut-Phase-Reaktion (APR) und die
Bildung von APR-Proteinen, die mut Entziindungen assozilert sind (Muragachi
et al. 1987) Zudem besitzt IL-6 Einfluss auf B-Zellen, indem es die Differenzierung zu
Plasmazellen und die Produktion von Immunglobulinen steuert (Muraguchi ef al. 1988).
Neben diesen  pro-inflammatorischen  Eigenschaften besitzt IL-6 auch
anti-inflammatorische Eigenschaften, wie die Anregung der intestinalen Epithelzellen
und die Hemmung der Apoptose dieser Epithelzellen (Scheller ef al. 2011). IL-6 kann
verschiedene Signalwege auslésen. Diese werden ausgelost, mdem IT.-6 entweder an
emnen membranstindigen IT-6R (IL-6R) oder emnen l6slichen IT-6R (sIL-6R) bindet. Die
unterschiedlichen Signalwege werden im folgenden Abschmitt naher erliutert.
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1.2 Die Signaltransduktion des Interleukin 6

Die IL-6 Signaltransduktion erfolgt iiber zwei Arten wvon Rezeptoren: den
membranstindigen II-6R. und den laslichen sIL-6R. Die Signaltransduktion iiber den
membranstandigen IT-6R wird classic-signaling genannt. Das classic-signaling von IL-
6 erfolgt durch emen Komplex, der aus dem nicht-signaltransduzierendem IL-6R (o-
Rezeptor) und dem signaltransduzierenden p-Rezeptor Glykoprotein 130 (gp130) besteht.
Der glykolysierte IL-6R. 1st ca. 80 kDa groB und gehort zur Klasse der Typ-I-Rezeptoren.
Diese Rezeptorfamulie umfasst Rezeptoren fiir IT-1, IL-2, IT.-3, IL-4, IL-5, IL-6, I-7,
-9, IL-11, II-12, IL-15, Erythropoetin (EPO), den Granulozyten Kolonie-
sttmulierenden Faktor (G-CSF), den Granulozyten-Makrophagen Kolonie-
stimulierenden Faktor (GM-CSF), den Leukamue inhibierenden Faktor (LIF), Oncostatin
M (OSM), Cardiotrophin-I (CT-1), den =ziliaren neurotrophen Faktor (CNTF),
Thrombopoetin (TPO) und Leptin (Sprecher et al. 1998). Der IL-6R 1st emn Typ-I
Transmembranprotein und besteht aus dre1 extrazelluldren Domanen (D1-D3). Die D1-
Domine 1st eine Ig-dhnliche Doméne, die Fibronectin Dominen 2 und 3 enthalten
Zytokin-Bindemotive (CBM). Des Weiteren besteht der IL-6R aus emner Stalk-Region,
dessen Aufgabe darin besteht, den Abstand zwischen den dre1 extrazelluldren Doménen
und der Membran aufzubauen. Der weitere Bestandteil des IL-6R 1st die transmembranére
und die intrazellulire Doméne. IT-6 wiederum besitzt dre1 verschiedene Bindungsstellen,
die erste Bindungsstelle bindet an das CBM des [L-6R, wihrend die Bindungsstellen 2
und 3 an das signaltransduzierende gp130 binden (Baran et al. 2013). Nur der Komplex
aus IL-6/TL-6R. fithrt zur Homodimerisierung von zwe1 gpl30-Glykproteinen und damut
zur Signaltransduktion, da weder IL-6, noch der IL-6R einzeln eine Affimtit zu dem
gp130-Glykoprotein besitzen (Jostock et al. 2001).
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Abb. 1.2.1: Aufban des IL-6/TL-6R/gpl130 Komplexes. Der membranstindige I1-6R besteht aus einer
intrazelluldren Domane (ICD), einer Transmenbrandomane (TMD), einer Stalk-Region (in der Abbildung
rot dargestellt, ndhere Frliuterung siehe Abb. 123) und drei extrazelluliren Dominen Das
signaltransduzierende gpl30 besteht aus drei Domanen, die mit dem I1-6 interagieren. Ebenso besteht IT.-
6 aus drei Doménen die sowohl die Bindung an das signaltransduzierende gp130, als auch die Bindung an
den membranstindigen IT.-6R. bewirken Die Bindungsstelle 1 des I1.-6 bindet an die Doméinen rwei und
drei des membranstindigen IL-6R. Durch diesen Mechanismms wird eine Homodimerisierung von zwei
gp130 Molekiilen bewirkt (rechte Grafik). Die Bindungsstelle 2 des IL-6 bindet daraufhin an die Dom3nen
zwed und drei des gp130, die Bindungsstelle 3 des IL-6 bindet an die Domiine 1 des gp130. Der entstandene
Komplex aus IL-6/IL-6R/gp130 fuhrt im weiteren Verlauf zur Signaltransduktion (roter Pfeil in rechter
Grafik).

Wihrend gp130 ubiquatir vorkommt, befindet sich der IL-6R. nur auf Hepatozyten,
Makrophagen, Monozyten und neutrophilen Granulozyten (Chalaris er al. 2011).
Es konnen verschiedene Signalwege durch gpl30 aktiviert werden: der
JAK/STAT-Signalweg, der mitogen activated protein kinase Signalweg (MAPK) oder der
phosphatidyl-inositol-3-kinase Signalweg (PI3K). Nachdem sich der Komplex aus IL-6,
sIL-6R. und dem gpl30-Dimer geformt hat, wird vor allem der JAK/STAT-Signalweg
aktrviert. Durch Aktivierung von gp130 (Guschin ef al. 1995) wird eine Janus-Kinase
(JAK) aktiviert, die zur Familie der Rezeptortyrosinkinasen gehort. Zu dieser
3
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Kinasefamilie gehoren JAK1, JAK? und Tyk2. Nach Aktivierung phosphorylieren die
JAKs Tyrosinrezeptormotive des Glykoprotemns gp130 (Eulenfeld et al 2012), und
nachfolgend verschiedene signal transducer and activator of transcription Protemne
(STAT) durch eine Phosphorylierung. Die phosphorylierten STAT-Proteime bilden Homo-
bzw. Heterodimere und translozieren in den Zellkern und aktivieren bestimmte Zielgene
durch die Bindung an Zielpromotoren muttels spezifischer Bindungstellen (Sekimoto et
al. 1997). Der JAK/STAT-Signalweg kann wiederum durch protein-inhibitor-of-
activated-STAT Proteine (PIAS) inhibiert werden. Zu der Familie der PIAS-Proteine
gehdren funf Proteine: PIAS], PIAS3, PIASa, PIAS, PIASP und PIASy (Hemnnich ef al.
2003). Die PIAS Proteine inhibieren verschiedene Stellen des JAK/STAT-Signalweges.
PIAS] mhibiert die DNA-Bindung der aktivierten STAT1 Proteine und darauflun die
durch STAT1 hervorgerufene Geninduktion (Liu ef al. 1998). Neben den PIAS Proteinen
kann der JAK/STAT-Signalweg auch durch suppressor-of-cytokine-signaling Proteine
(SOCS) inhibiert werden. Zu den SOCS Proteinen gehoren die cytokine inducible SH2
Proteine (CISs) und die STAT-induced STAT inhibitors (SSIs). Diese Proteine bemhalten
eine SH2-Doméne und eine C-termunale Doméne (Heinrich ef al. 2003). SOCS Proteine
gehdren zur Fammlie der Feedback Inhibitoren, da sie durch den JAK/STAT-Signalweg
mduziert werden. Jedoch inhibieren die SOCS Proteine ebenso wie die PLIAS-Proteine an
unterschiedlichen Stellen des JAK/STAT-Signalweges. CIS Proteme konkurrieren mut
STATS Proteinen um Kontaktflachen des Erythropoetin Rezeptors (EpoR) (Matsumoto ef
al. 1997, Verdier et al. 1998). SOCS3 Proteine binden an gp130 und kénnen somt die
Alktivierung von gp130 mhibieren (Schnutz ef al. 2000; Nicholson et al. 2000). Auberdem
binden SOCS3 Proteine genauso wie SOCS1 Protemne nuttels threr SH2-Doméne an den
Schleifenbereich der JAK-Proteine, die fiir die Aktivierung zustandig sind (Sasaki et al.
1999, Sasaki et al. 2000).

Die weiteren Signalwege MAPK und PI3K werden durch das SHP2? bindende
Phosphotyrosin Y759 aktiviert (Fuhrer et al. 1995). Nach der Aktivierung der
verschiedenen Signalwege wird wiederum die Transkription der jeweiligen Zielgene
aktrviert. Das Protein SHP2 aktiviert iiber dasselbe Motiv den MAPK-Signalweg. Durch
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diese verschuedenen Funktionen dieses Motivs wird das Gleichgewicht zwischen MAPK
und JAK/STAT-Signalweg aufrechterhalten (Eulenfeld ef al. 2012).

Neben dem classic-signaling tiber den membranstindigen IT-6/TL-6R Komplex, 1st eine
weitere Form der Signalaktivierung beschrieben: der Trans-Signalweg (frans-signaling).
Das frans-signaling besteht aus emnem Komplex aus IL-6 und der loshichen Form des
IL-6R (sIL-6R). IL-6 bindet nut gleicher Affimtit an den sIL-6R wie an den IL-6R
(Rose-John ef al. 1994). Der IL-6R. wird nur von emer geringen Anzahl an Zielzellen
exprimiert, unter anderem Hepatozyten, B-Zellen, emmigen T-Zellen und Makrophagen
(Chalans ef al. 2011), wohingegen gpl30 von allen Zellen ubiquitir exprinuert wird
(Garbers et al. 2012). Somut beschrinkt sich das classic-signaling nur auf den Anteil der
Zellen, die den IL-6R exprimeren. Das frans-signaling kann in allen Zellen
hervorgerufen werden (Rose-John ef al. 1994).

IL-6 sIL-6R
§-©~.§ g

gpl3D

I Zellmembran I

classic - signaling trans - signaling

Abb. 1.2.2: classic-signaling und frans-signaling im Vergleich. Wihrend des classic-signalings bindet
das Zytokin IT-6 an den membranstindigen II-6F_ Dieser wird nicht ubiquitir exprimiert. Er wird auf
Zellen wie Hepatozyten und Leukozyten exprimiert Nachdem sich der membranstindige Komplex aus
II.-6/TL-6R gebildet hat, folgt die Bindung des Komplexes an gpl30. Darauthin wird vor allem der
JAK/STAT-Signalweg aktiviert Wahrend des frans-signalings bindet IL-6 an den sIL-6F, der
hauptsachlich durch Shedding des membranstindigen IT-6F. im Bereich der Stalk-Region (rot dargestellt)
durch die ADAM-Proteasen 10 und 17 entsteht (siehe Abb. 1.2.3). Dieser Signalweg kann durch Bindung
des natiirlich vorkommenden Inhibitors sgpl30 oder des Fusionsprotein sgpl30Fc an den IT.-6/sIL.-6F
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Eomplex gehemmt werden Begniffserlanterungen: ICD=intrazellulire Domine,
TMD=Transmembrandomine, Nummenemng 1-3=Dominen 1-3

Der sIL-6R entsteht durch zwei unterschiedliche Mechamsmen: iiberwiegend durch
Ektodoméanen-Shedding (90%) des IL-6R durch 4 Disintegrin And Metalloproteinasen
(ADAM-Proteasen) oder in geringem Ausmal durch alternatives Splicing der mRNA des
IL-6R (10%). Das Ektodoménen-Shedding vernuttelt vor allem ADAMI17. ADAM]17
mduziert eine Spaltung zwischen den Aminosiuren Q357-D358 m der Stalk-Region des
II-6R (Miillberg et al. 1994). ADAM-Metalloproteasen gehéren zur Gruppe der
Typ-1-Metalloproteasen und sind beispielsweise auch fir das Shedding des
IL-1-Rezeptors zustindig (Black 2002; Blobel 2002). Das Shedding kann durch das
C-reaktive Protein (CRP) (Jones et al. 1994), Phorbol-12-myristate-13-Aceat (PMA) oder
bakterielle Toxine (Miillberg et al. 1993) mmtuert werden. Auch Apoptose filhrt zum
Shedding des IL-6R (Chalaris et al. 2007). Neben ADAM]17 1st auch ADAMI10 an der
Entstehung des sIL-6R beteiligt ADAMIO0 iibermmmt emerseits die Aufgabe des
konstitutiven Sheddings des IL-6R und hilt sonut die sIL-6R Menge auf emem
konstanten Niveau (Matthews ef al. 2003). Ebenfalls kann ADAM10 durch Ionomycin
aktivert werden (Garbers ef al. 2011). Der durch Shedding und Splicing entstandene sIT.-
6F. besteht aus drei extrazelluliren Doménen, es fehlen die TMD und die ICD des IL-6R.
(Taga et al. 1989). Das classic-signaling und das trans-signaling unterscheiden sich daher
zum emen durch den Rezeptor, der jeweils IL-6 bindet (sIL-6R oder membrangebunder
IL-6R), und die Zellarten, die den jeweiligen Signalweg durchfithren kénnen: emerseits
die Gesamtheit aller Zellen, die das frans-signaling ausfiihren konnen, andererseits die
Leukozyten und Hepatozyten, die das classic-signaling ausfithren konnen Daher konnen
emige Zellen wie embryonale Stammzellen, T-Zellen, glatte Muskelzellen und
Endothelzellen nur tiber das frans-signaling aktiviert werden (Chalans ef al. 2011). Ein
weiteres Unterscheidungskriterium sind die Auswirkungen auf den Orgamsmus: das
classic-signaling wiurkt eher anfti-inflammatorisch und das trans-signaling eher
pro-inflammatorisch. Regenerative Prozesse, wie die Proliferation intestinaler
Epithelzellen sind somit der membranstandigen Signaltransduktion zuzuschreiben, die
iiber Bindung von IL-6 an den IL-6R der Epithelzellen ausgelost wird (Becker et al.
2004). Vorginge wie die Entwicklung von Autormmunkrankheiten wie Rheumatoide
Arthnitis (Nowell et al. 2003) oder die Entwicklung entziindlicher Karzinome (Becker et
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al. 2004) sind eher dem frans-signaling zuzuschreiben Das frans-signaling lasst sich
durch eme losliche Form des signaltransduzierenden Protein gpl30, das natiirlich
vorkommende l6shiche gp130 (sgp130), blockieren. Zu diesem Zwecke bindet sgp130 an
den IL-6/sIL-6R Komplex (Jostock ef al. 2001). Neben diesem natiirlich vorkommenden
Inhibitor, wurde ein Fusionsprotein aus dem extrazelluldren Anteil des gp130 und dem
Fe-Anteil eines IgG-Antikorpers geneniert. Im Vergleich zu sgp130 1st die Inlubierung
durch sgp130Fe 10-fach starker (Jostock ef al. 2001).

— Komplex aus IL-6
2 § O und sIL-6R
E ADAM-Protease

sIL-6R IL-6

Zellmembran

Abb. 1.2.3: Generierung des sIL-6R. Der tberwiegende Anteil des sIL-6R entsteht durch
Ektodomanen-Shedding des membrangebundenen I1.-6R. im Bereich der Stalk-Region (rot dargestellt). Das
Ektodomanen-Shedding wird durch die ADAM-Metalloproteasen 10 und 17 durchgefiibrt. Diese konnenz B.
durch pro-inflammatorische Zytokine aktiviert werden FEin geringer Anteil des sIL-6R entsteht durch
alternatives Splicing der mRNA des membrangebundenen IT.-6R_ Der entstandene sII-6R besteht aus drei
extrazelluliren Doménen. Im nichsten Schritt bindet IL-6 an die Doménen zwei und drei des entstandenen
sIL-6R. Begriffserliuterungen: ICD=intrazellldre Domine, TMD= Transmembrandomine, Nummernemung
1-3=Dominen 1-3

1.3 Die Pathologie des Interleukin 6

Be1 Entziindungen verdndern sich die Mengen von IL-6, dem sIL-6R und sgp130. Die IT-
6 Menge 1m gesunden Organismus betrigt 1,9-6 pg/ml (Scambia et al. 1994), sie kann
jedoch unter Entziindungen ansteigen, typischerweise auf 100-1500 pg/ml. Der
Mittelwert der IL-6R Menge be1 HIV+ Patienten betrigt 169,9 ng/ml (Honda ef al. 1992).
Der Miftelwert der Menge an sgp130 betragt 370 ng/ml (Narazaki ef al. 1993) und der
Mittelwerte der Menge an sIL-6R betrigt 25 — 35 ng/ml (Honda ef al. 1992) im gesunden
Organmismus.
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Die Menge des sIL-6R wird durch Ausschiittung der Entziindungsmediatoren Interleukin

1B (IL-1PB) und Tumornekrosefaktor a (TNFa) erhéht (Franchimont et al. 2005). Die
ADAM-Proteasen konnen durch Ektodominen-Shedding des IL-6R oder alternatives
Splicing der mRNA den sIL-6R. bilden. Dadurch 1st die Menge an sIL-6R. unter akuten
und chromschen Entziindungen stark erhoht und das frams-signaling wird vermehrt
aktrviert. Da die IL-6 Menge die sgpl30 Menge im Normalfall iibersteigt, wird
angenommen, dass das frans-signaling meist durch sgpl30 nhibiert wird. Daraus
erschhesst sich, dass unter therapeutischen Bedingungen die eimngesetzte Menge an
sgpl30Fc entsprechend gew#hlt werden mwss, damit nur das frans-signaling mhibiert
wird und die danut zusammenhingenden anti-inflammatorischen Reaktionen des
Orgamismus weiterhin mduziert werden konnen Das frans-signaling wird mut dem
Fusionsprotein sgpl30Fc bis zu 10-fach stirker inhibiert als durch die natiirlich
vorkommende Vanante sgpl130. Verdndem sich die Konzentrationsverhiltmsse jedoch
unter biochemischen Bedingungen zu Gunsten des IL-6, reicht die sgp130 Menge nicht
mehr aus, um den IL-6/sIL-6R Komplex zu mhibieren und das frans-signaling und die
damit zusammenhingenden pro-inflammatorischen Reaktionen des Organismus werden
aktrviert. Das Fusionsprotein sgp130Fc kann unter bestimmten Voraussetzungen auch das
classic-signaling nbieren. Wenn die Menge des sIL-6R die Menge des IL-6 iibersteigt,
bindet das gesamte II.-6 an den sIL-6R. Dieser Komplex wird dann von sgpl30Fc
gebunden, sodass das gesamte freie IL-6 mn dem Komplex aus IL-6/sIL-6R/sgpl30Fc
gebunden 1st und micht mehr in der Lage 1st, das classic-signaling zu aktivieren (Garbers
ef al. 2011).

Unter akuten Entziindungen kommt es zur Ausschiittung von pro-inflammtorischen
Zytokinen, wie I1-8, die neutrophile Granulozyten zum Shedding ihres IT-6R. anregen.
So werden 1m néchsten Schritt Endothelzellen iiber das frans-signaling sttmuliert das
Monocyte chemoatiractant protein-1 (MCP-1) auszuschiitten MCP-1 wirkt
chemotaktisch auf Monozyten. Auflerdem schiitten die Endothelzellen das Fascular cell
adhesion molecule-1 (VCAM-1) und Intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1) aus,
die die Leukodiapedese fordemn (DeLeo, 2007). Auch im Rahmen von chromschen
Entziindungen mimmt das frans-signaling eme essenfielle Funktion ein. Zu diesen
chromschen Entziindungen gehoren beispielsweise die chromisch entziindlichen
Darmerkrankungen (CED) Morbus Crohn und Colitis ulcerosa. Sie konnen entweder den
gesamten Verdauungstrakt (Morbus Crohn) oder nur das Colon (Colitis ulcerosa)
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befallen. Die CEDs komnen in chromischen Schiiben oder rezidivierend aufireten.

Wihrend bei Morbus Crohn die gesamte Darmwand befallen 1st, 1st ber Colitis ulcerosa
nur die Schleimhaut des Darms betroffen. Auch bei den chromsch entziindlichen
Darmerkrankungen Morbus Crohn und Colitis ulcerosa spielt das pro-inflammatorische
Zytokin IT.-6 eine wichtige Rolle. Es wurde nachgewiesen, dass die IL-6 Menge, die von
Monozyten der Lamina propna, die aus Kolonbiopsien gesunder Probanden gewonnen
wurde, erheblich geringer war (57 pg/ml), als die Menge, die aus den Proben von
Probanden mut CEDs gewonnen wurde. Hier wurde be1 Patienten miut Morbus Crohn 3623
pe/ml IL-6 und be1 Patienten mit Colitis ulcerosa 5885 pg/ml IL-6 gewonnen (Reinecker
et al. 1993). Be1 Patienten mut aktiver Morbus Crohn Erkrankung wurden sIL-6R
Mittelwerte von 1423 ng/ml, ber Patienten mut aktiver Colitis ulcerosa Erkrankung
wurden Mittelwerte von 148 4 ng/ml nachgewiesen (Mitsuyama ef al. 1995). Die Menge
des sIL-6R. zeigte sich proportional zur Entziindungsaktivitit des Morbus Crohn und der
Colitis ulcerosa (Mitsuyama et al. 2007). Die Konzentration des frans-signaling
Inhibitors sgpl130 war be1r Patienten nut aktiver Morbus Crohn nur geringfiigig erhoht
(44.4-87.6 ng/ml). Be1 Patienten nut aktiver Colitis ulcerosa war emn stiarkerer Anstieg des
sgp130 zu beobachten (26-125 ng/ml), (Mitsuyama ef al. 2006, Gustot ef al. 2005). Durch
diese beschriebenen Untersuchungen des Serums von Patienten nut CEDs konnte zwar
emn starker Anstieg von IL-6 und dem sIL-6R festgestellt werden, im Vergleich dazu
jedoch nur ein genngfiigiger Anstieg des Inhibitors sgp130. Dadurch konnten das trans-
signaling und die pro-inflammatonischen Reaktionen wahrschemnlich micht ansreichend
gehemmt werden (Mitsuyama ef al. 2007).

Auch be1 der Entwicklung gastromtestinaler Tumore spielen I1.-6 und das frans-signaling
eimne wichtige Rolle. Zu der Gruppe der gastrointestinalen Tumore gehéren Tumore der
Speiserohre, des Magens, des Pankreas, der Gallenwege und des Darms. Das Risiko fiir
kolorektale Karzinome 1st be1 Colifis ulcerosa Patienten erhoht (Eaden et al. 2001, Jess
et al. 2012). Es wurde gezeigt, dass die IL-6 Menge wihrend der Entwicklung des
kolorektalen Karzinoms ansteigt Auflerdem wurde entdeckt, dass es eine positive
Korrelation zwischen der IL-6 Menge und der TumorgroBe des kolorektalen Karzinoms
vorliegt (Yang et al. 2014). Weitere Studien belegten, dass IL-6 das Tumorwachstum
sogar beschleunigen kann  indem es die Proliferation und das Wachstum der Tumorzellen
steuert (Becker et al. 2005) Des Weiteren begiinstigen erhohte IL-6 Werte die
Entwicklung von CEDs zu kolorektalen Karzinomen (Rose-John et al. 2009). Im weiteren
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Verlauf der Erkrankung kann es zur Metastasenbildung kommen. Hier fordert der sIL-6R

die Adhision der Tumorzellen an die GefiBendothelzellen (Danese et al. 2010). Weitere
Studien untersuchten die II-6 Konzentration 1m Blut von Patienten, die an
Magenkarzinomen erkrankt waren, vor und nach der Gastrektorme Nach der
Gastrektomue sank die IL-6 Konzentration. Auch einen Monat nach der Operation war
emne weitere Reduktion der IL-6 Konzentration zu erkennen. Die Menge des Proteins
STAT?3, das emn Teil des IT-6 Signaltransduktionsweges darstellt, wie auch die Menge des
I1L-6 selbst korrelieren positiv mit dem TNM-Stadium des Magenkarzinoms (Wang ef al.
2013). Die TNM Klassifikation dient der Beurteilung der Ausbrerfung von Tumoren. Das
T steht fiir die Emndnngtiefe des Pnmértumors, das N fir die Anzahl der befallenen
Lymphknoten und das M fir eventuell worhandene Metastasen. Neben diesen
Erkrankungen des Gastromtestinaltraktes spielt IL-6 auch emne wichtige Rolle be1 der
Entstehung von Arthritis. Arthritis 1st eine Entziindung der Gelenke. Es konnen emes oder
mehrere Gelenke befallen semn. Es gibt verschiedene Formen der Arthnitis, wie die
Rheumatoide Arthritis, die Juvemile Rheumatoide Arthritis und die Osteoarthtritis.
Studien belegten, dass in Serumproben von Patienten, die an diesen Formen der Arthritis
erkrankt waren, erhéhte Werte an sIL-6R nachgewiesen werden konnten (Keul ef al.
1998, Kotake ef al. 1996, Robak et al. 1998). AuBerdem wurde beobachtet, dass die
Mengen des sIL-6R und IL-6 mit der Schwere des Verlaufs der rheumatoiden Arthritis
korreheren (Robak ef al. 1998). Andere Studien entdeckten, dass die gesteigerten IL-6
Werte be1 Patienten nut Rheumatoider Arthritis einhergehen nut gesteiperten Werten des
Rheuma-Faktors (RF), des Coeaktiven Proteins (CRP) wund  der
Blutsenkungsgeschwindigkeit (BSG). Diese Werte geben Hinweise auf die
Entziindungsaktivitdt im Rahmen der Arthritis (Dasgupta ef al. 1992, Houssiau ef al.
1988, Madhok et al. 1993). Gesteigerte IL-6 Werte gehen auch nut klimschen
Manifestationen der Rheumatoiden Arthritis, wie Morgensteifigkeit oder der Anzahl der
entziindeten Gelenke einher (Robak et al. 1994, Madhok et al. 1993, Straub ef al. 1997).
Eme weitere Krankheitsgruppe, die im Zusammenhang nut IT-6 steht, sind chronische
Infektionskrankheiten, wie die Hepatitis B, die zu der Gruppe der Hepatitiden gehoren.
Hepatiiden sind Entzindungen der Leber, die durch  verschiedene
Auslosungsmechanismen entstehen. Dazu gehoren unter anderem Bakterien, Parasiten
und Viren. Die viral ausgeldsten Hepatitiden kénnen in Hepatitis A bis E eingeteilt werden
und unterscheiden sich unter anderem in Ubertragungsmechamsmus und Verlauf. Die
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Hepatitis B wird iiber Kérpersekrete iibertragen und verlauft meist akut und heilt spontan
aus. In circa 10% der Fille kann es aber zu emem chromschen Verlauf der Hepatitis
kommen. Bei Untersuchungen mit Patienten, die an emer chromschen Hepatitis B (CHB)
erkrankt sind, wurde ermuttelt, dass in ithrem Blutserum die IL-6 Menge erhdht war
(Malaguamera et al. 1997, Song et al. 2000). Zhang ef al. beschrieben 2011, dass im Blut
von CHB-Patienten eine positive Korrelation zwischen erhdhten TH-17 Zellen und
erhéhten Mengen an CD-4 positiven Zellen, die den IL-6R produzieren, besteht. Des
Weiteren konnten auch erhéhte Mengen des pro-inflammtorischen Zytokin IT.-17 im Blut
von CHB-Patienten 1m Vergleich zu gesunden Probanden nachgewiesen werden. Zudem
konnte die erhdhte II-17 Produktion durch einen IL-6R. neutralisierenden Antikorper
gestoppt werden. In priklimschen Studien wurde sgpl30Fc zur Untersuchung von
Entziindungen, Autormmunkrankheiten und entziindungsassoziierten Karzinomen
genutzt. Die Resultate zeigen, dass sgp130Fc das Fortschreiten der Entziindungsprozesse
mhibieren konnte (Rose-John ef al. 2012). AuBerdem kann das Wachstum von
bestimmten Tumoren durch die Verabreichung von sgp130Fc unterdriickt werden (Rose-
John et al. 2007). Aufgrund der Tatsache, dass sgp130Fc ein spezifischer Inhibitor des
pro-inflammatonischen frans-signaling 1st, werden regenerative Eigenschaften des IL-6,
die iiber das classic-signaling vermittelt werden, nicht oder wenig gehemmt. Dies wurde
m Untersuchungen nut Wildtyp-Mausen und II-6 defizienten Maiusen mut
entziindungsassoziiertem Kolonkarzinom dargelegt. Die IL-6 defizienten Mause waren
nicht zur Regeneration ihrer peschadigten intestinalen Epithelzellen in der Lage (Dann ef
al. 2008). Somit i1st es von Bedeutung bei chromischen Entziindungen IT-6 nicht
vollstindig zu blockieren, sondern nur das frans-signaling zu inhibieren und sonut die
regenerativen Eigenschaften des IT-6 zu erhalten.
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2 Ziel dieser Arbeit

Das Ziel dieser Arbeit ist es, den IL-6/sIL-6R. Komplex durch wverschiedene
Arbeitstechmken eingehender zu untersuchen. Diese Arbeitstechmken wurden genutzt,
um zum einen neue Herstellungsweisen des IL-6/sIL-6R Komplexes als Alternative zu
Hyper IL-6 (HIL-6) zu entwickeln, zum anderen sollte eine neue Messmethode untersucht
werden, um die IL-6/sIL-6R. Komplexe zu quantifizieren.

Im Rahmen des ersten Projekts sollten Cysteine in I.-6 GFP, Hyper-IL-6, den IL-6R und
den sIL-6R eingefiigt werden. Uber das Einbringen von Cysteinmutationen sollte die
Bildung einer Disulfidbriicke zwischen IL-6 und dem sIT-6R erreicht werden. Das Ziel
war es, eimnen stabilen Komplex aus IL-6-GFP und dem sIL-6R zu entwickeln. Zudem
sollte die biologische Aktivitat durch die Disulfidbriickenbildung micht beeintrachtipt
werden. Dieser neu entstandene Komplex wire eme Alternative zu Hyper-IL-6, emem
Designer Zytokin aus IL-6 und dem sIL-6R,, die durch einen flexiblen Linker miteinander
verbunden sind (Rakemann ef al., 1997, siehe Abb. 2.1). Der beschriebene Komplex
konnte i weiteren Untersuchungen, betreffend dem frans-signaling genutzt werden.

Das Ziel des zweiten Projekts 1st es, den IL-6/sIL-6R. Komplex in vifro und in vivo
nachzuweisen. Die bisherigen kommerziell erwerblichen ELISAs weisen entweder eine
Spezifitat fiir den sIL-6R (oder den IL-6R) oder fiir IL-6 auf, konnen jedoch nicht den
Komplex aus IL-6/sIL-6R. Komplex detektieren. Im Institut fiir Biochemue und
Molekularbiologie I wurde ein ELISA entwickelt, der spezifisch den IL-6/sIL-6R
Komplex detektieren kann Im Rahmen dieser Arbeit sollte untersucht werden, wie
spezifisch dieser ELISA in vifro rekombinante IT.-6/sIL-6R. Komplexe und in vivo IL-
6/sIL-6R. Komplexe aus Blutserum detektieren kann Durch den spezifischen Nachweis
von IL-6/sIL-6R Komplexen nuttels ELISA konnte erstmals die Moghichkeit bestehen,
IL-6/sIL-6R Komplexe 1m Blutserum von Probanden zu bestimmen, die an chromschen
Entziindungskrankheiten, wie z B. Morbus Crohn und Colitis ulcerosa, erkrankt sind.
Diese Ergebnisse wiirden wiederum Hinweise darauf geben, wie hoch die Menge des
verabreichten Inlubitors sgpl30Fc sein miiisste, um spezifisch das trans-signaling und
nicht das classic-signaling zu inhibieren.
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Ziel dieser Arbeif

IL-6 Aufbau: 4 a-Helicesin sIL-6R

up-up-down-down Typologie

IL-6

" /

Flexibler Peptid-Linker
|

HIL-6
Abb. 2.1: Aufbaun des Designer Zytokins HIT 6. HIL.-6
besteht aus dem sIL-6F und IT-6, die iiber einen flexiblen
Peptid-Linker mitemnander verbunden sind.
Begnffserlduterung: Nummerierung 1-3=Domaéne 1-3
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Antibiotika

Tabelle 3.1.1: Verwendete Antibiotika

Antibiotikum Arbeitskonzentration Hersteller
Ampicillin 100 pg/ml fiir Carl Roth GmbH &
LB-Amp-Medium, Co KG, Karlsruhe
1 ml Ampicillin fiir
LB-Amp-Agarplatten in
10 cm Kulturschalen
Penicillin G/Streptomycin | 60 mg/ml / 100 mg/ml Genaxxon bioscience
GmbH, Ulm

3.1.2 Antikérper

Tabelle: 3.1.2.: Primiire und sekundiire Antikérper

Primiire Antikiirper
Antikiirper Beschreibung Stammlisung Konzentration/
Verdiinnung
a-humaner-I1.-6 Muriner monoklonaler Stammlésung Konzentration:
Rezeptor (4-11) Antikorper 1 pg/pl
Verdiinnung: ELISA (1:1000),
‘Western Blot (1:1000)
a-humaner-I1.-6 Muriner monoklonaler Stammlésung Konzentration:
Antikorper 1 pg/pl
Verdiinnung: ELISA (1:1000),
‘Western Blot (1:1000)
a-GFP Muriner monoklonaler Stammlésung Konzentration:
Antikérper kA
Verdiinnung: Western Blot
(1:1000)
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Sekundiire Antikirper

Antikiirper

Beschreibung

Stammlisung Konzentration/

Verdiinnung

a-humaner-IT.-6

Biotymbierter Antikdrper, | Stammlésung Konzentration:

Rezeptor (Baf227) 1soliert aus der Ziege 0,2 pg/ul
Verdiinnung: ELISA (1:1000)
a-Mouse-POD ImmonoPure Peroxidase | Stammlésung Konzentration:
Conjugated Goat kA

Anti-Mouse IgG, Thermo | Western Blot (1:5000)
Scientific, Deutschland

3.1.3 Chemikalien

Tabelle 3.1.3: Verwendete Chemikalien

Chemikalien Hersteller

Acrylasmd-Mix Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Agar AppliChem GmbH, Darmstadt

Agarose Biozym Scientific GmbH, Oldendorf

Ammonmmpersulfat (APS) Merck KGaA  Darmstadt

Bromphenolblau Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

BSA Invitrogen, Oregon, USA

Complete Protease Inhibitor Cocktail Roche Holding GmbH, Mannheim

Ethanol Merck KGaA  Darmstadt

Ethudiumbromd Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Ethylendiammintetraessigsaure (EDTA) Sigma-Aldnich Chemie GmbH,
Steinheim

Glucose Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Glycerol Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Isopropanol AppliChem GmbH, Darmstadt

Methanol Merck KGaA  Darmstadt
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Milchpulver Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

B-Mercaptoethanol Sigma-Aldnich Chemie GmbH,
Steinheim

Natriumchlond AppliChem GmbH, Darmstadt

Natniumdodecylsulfat (SDS) Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Pemicillin/Streptomycin Genaxxon bioscience GmbH, Ulm

Phorbol-12-myrstat-13-acetat (PMA) Sigma-Aldnich Chemie GmbH,
Steinheim

POD-Substrat Roche Holding GmbH, Mannheim

Schwefelsdure AppliChem GmbH, Darmstadt

Streptavidin-POD

R&D Systems, Wiesbaden

Sucrose Merck KGaA  Darmstadt
Tetramethylethylendiamin (TEMED) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
Tris-HCL Merck KGaA  Darmstadt

Trypan-Blau Bio-Rad Laboratonies GmbH, Miinchen

Turbofect Thermo Fisher Scientific, Bonn

Tween-20 Sigma-Aldnich Chemie GmbH,
Steinheim

3.1.4 Enzyme

Tabelle 3.1.4: Verwendete Enzyme

Enzyme Hersteller

Agel Thermo Fischer Scientific, Bonn

BamHI Thermo Fischer Scientific, Bonn

Dpnl Thermo Fischer Scientific, Bonn

HindITT Thermo Fischer Scientific, Bonn

Pfu-Polymerase Thermo Fischer Scientific, Bonn

Phusion-Polymerase Thermo Fischer Scientific, Bonn

T4-Ligase Thermo Fischer Scientific, Bonn
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3.1.5 Gerite

Tabelle 3.1.5: Verwendete Geriite

Geriit

Hersteller

Gelelektrophoresekammer

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Binder CO»-Inkubator 150 (E2)
Brutschrank

Binder GmbH, Tiittlingen

Heizbad Julabo sw21 Julabo GmbH, Seelbach

INTAS Chemo Cam Imager INTAS Science Imaging Instruments
GmbH, Gottingen

INTAS 1X Imager INTAS Science Imaging Instruments
GmbH, Gottingen

Kiihlschrank Liebherr GmbH, Rostock

Mim Protean Tetra System Bio-Rad Laboratonies GmbH, Miinchen

NanoDrop ND-10000

PegLab Biotechnologie GmbH, Erlangen

PeqStar 2x Twin Block Thermal Cycler

PEQLARB Ltd_, Crableck Lane, UK

Pipetten Eppendorf GmbH, Hamburg

Pumpe (Sterilbank) HL.C BioTech, Géttingen

Scanlaf Mars Safety Class 2 Weiss Labortechnik GmbH, Heroldsberg
Schiittler CH 4103 INFORS AG, Bottmingen

Spannungsquelle Western Blot Power Pac
300

Bio-Rad Laboratories GmbH, Hercules,
USA

Stuart roller mixer SRT 9D Bibby Scientific, Staffordshire, England
Tecan Infimite M200 PRO Reader Tecan GmbH, Maennedorf, Schweiz
TC100 Automated Cell Counter Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Trans-Blot Turbo System

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

UV-Tisch

Bio-Budget Technologies GmbH, Krefeld

Vortexer

IKA Labortechmk GmbH, Staufen

Waage Precisa 100M-300C

Hartenstein GmbH, Wiirzburg

Zenrifugen: Centrifuge 5417R,
Laborfuge 400R

Eppendorf AG, Hamburg
Heraeus GmbH, Hanau
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3.1.6 GroRenmarker

Tabelle 3.1.6: Verwendete Grifenmarker

Grilenmarker

Hersteller

DNA: GeneRuler Express DNA Ladder
(100 - 5000 bp), GeneRuler 1 kb DNA
Ladder (250 - 10000 bp)

Thermo Fisher Scientific, Bonn

Proteine: Prestained molecular weight
marker (25 kDa - 120 kDa)

Thermo Fisher Scientific, Bonn

3.1.7 KITs

Im Rahmen dieser Arbeit wurden folgende KITs verwendet:

Tabelle 3.1.7: Verwendete KTTs

KIT Verwendung

Cell Titer Blue Cell Viability Assay Proliferationsassay

ECL Western Blotting Detection Reagent | Entwicklung der Transfermembran nach
(GE Healthcare Life Sciences, Miinchen) | dem Western Blotting

NucleoBond Xtra Midi Midi-Praparation zur Isolierung von
(Macherey-Nagel, Diiren) Plasmid-DNA
NucleoSpin Extract IT Apgarosegelelektrophorese: DNA
(Macherey-Nagel, Diiren) Extraktion aus Agarosegelen
Reinigung von PCR-Produkten
3.1.8 Kulturmedien
3.1.8.1 Kulturmedien: Bakterien
Tabelle 3.1.8.1: Kulturmedien (Bakterien)
Medium Zusammensetzung
LB-Agar (Luria-Bertani) ¢ 1% NaCl
s 1% Pepton

s (,05% Hefeextrakt
s 15%Agar Agar

LB-Medium (Luria-Bertam)

o 1% NaCl
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s 1% Pepton
s (,05% Hefeextrakt

3.1.8.2 Kulturmedien: Zellkultur

Tabelle 3.1.8.2: Kulturmedien (Zellkuliur)

Medinm

Zusammensetzung

DMEM (--)

e Dulbecco's Modified Eagle's
medium mit 4.5 g/L. Glucose und
stabilem Glutamin

DMEM (+4)

« Dulbecco's Modified Eagle's
medium mit 4.5 g/L. Glucose und
stabilem Glutamin

« 10% FCS

« 1% Pemcillin/Streptomycin

3.1.9 Oligonukleotide

Tabelle 3.1.9: Oligonukleotide

Name Sequenz (5™ 3")

HIT.-6 forward ccgtpeecgagtgegacageage

HIL-6 reverse gctgctgtcgeactegggeacgg

IL-6R. forward ccgtgeccgagtgegacageage

IL-6F. reverse gctgctgtcgeactegggeacgg

IL-6 forward aacctgeccaagatptocpagaaggacggete
IL-6 reverse cagecgicetictegeacatettgggeagptt
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3.1.10 Plasmide

Tabelle 3.1.10: Verwendete Plasmide

Plasmid Beschreibung
pcDNA3 1 (Formen: pcDNA ITL-6-GFP, | Vektor zur Expression der Protemne I1-6-
pcDNA sIL-6R, pcDNA HIL-6, pcDNA | GFP, sIL-6R,, HIL-6 und IL-6R.
IL-6R)
3.1.11 Pufferzusammensetzung
Tabelle 3.1.11: Pufferzusammensetzung
Puffer Zusammensetzung

Agarosegelelektrophorese

6-fach DNA-Ladepuffer

0,1% (m/V) Bromphenolblau

e  20% (m/V) Glycerol in
TBE-Puffer

50-fach TAE-Puffer

« 100 mM EDTA
e 2MTns

e 1M Essigsdure

ELISA
Blockingpuffer s 5% Sucrose
* 1% BSA
= PBS
Coatingpuffer e PBS
Waschpuffer e PBS-T
Weitere Substanzen e 1.8 M Schwefelsaure

e Streptavidin-POD
* POD-Substrat

Mini-Priiparation zur DNA Isolierung

S1-Puffer

¢ 50 Mm Glucose
s 25 Mm Tris-HC1 (pH 8)
« 100 Mm EDTA
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1:1000 BNase

S2-Puffer 0,2 M NaOH
1% SDS
S3-Puffer 25 Mm Tris-HCL (pH 8,3)

192 Mm Glycin
0,1% (m/V) SDS

Western-Blot

Blockingpuffer

TBS-T
5% Milchpulver (in TBS-T)

Transferpuffer

20% Methanol
0,1% SDS

25 Mm Tris
192 Mm Glycin

SDS-Page

Sammelgelpuffer

0,5 M Tris-HCl (pH 6,8)
0,4% SDS
Fiir diese Arbeit wurde

Sammelgelpuffer in Mengen von

500 ml hergestellt:
30,4 g Tris
2 g SDS

SDS-Laufpuffer

25 Mm Tris-HCI (pH 8,3)
192 Mm Glycin
0,1% (m/V) SDS

Trenngelpuffer

1,4 M Tris-HCI (pH 8.8)

0,4% SDS

Fiir diese Arbeit wurde
Trenngelpuffer m Mengen von
500 ml hergestellt:

90,8 g Tris

2 g SDS
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Herstellung von Zelllysaten

Mild Lysis Puffer

« 2mMEDTA

e 50 mM Tris-HCI (pH 7.4)

e 150 mM NaCl

* 1 mM NaF

s 1 mMNas;VOy

e 1% (m/V) Triton X-100

o 1% (m/V) NP-40

e 1 Tablette Complete Protease
Inhibitor Cocktail

Weitere Substanzen

PBS e 150 mM NaCl
* 8 mM Na;HPO: (pH 7.4)
e 1,7 mM NaHPO4 (pH 7.4)
PBS-T e 0,05% Tween-20 in PBS
TBS e 10 mM Tris-HCI (pH 8)
e 150 mM NaCl
TBS-T e 0,05% Tween-20 in TBS

3.1.12 Rekombinante Proteine

Tabelle 3.1.12: Rekombinante Proteine

Rekombinantes Protein

Beschreibung

humanes IL-6 (hIL-6) Zytokin, Produktion nach van Dam ef al.,
1993
HIT-6 HIL-6 1st em Designer Zytokin, das aus

dem sIL-6R. und I1-6 besteht. Es wurde
zur Durchfithrung von ELISAs verwendet
(Schroers et al. 2005, Fischer et al., 1997)
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3.1.13 Verbrauchsmaterial

Tabelle 3.1.13: Verbranchsmaterial

Material Hersteller

Dual Chamber Counting Slides Bio-Rad Laboratonies GmbH, Miinchen
Einmalpipettenspitzen StarLab, Hamburg

Eppendorf Tubes Eppendorf AG, Hamburg

Falcon Rohrchen BD Bioscience, Bedford, USA

PVDF-Membran

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Sterilpipetten Costar Stripette Comung Incorporated, Coming, USA

Whatman-Papier

VWR International GmbH, Darmstadt

Zellkulturschalen

TPP, Trasadingen, Schweiz

3.1.14 Zelllinien

Tabelle 3.1.14: Zelllinien

Ba/F3-gp130

Ba/F3-Zellen sind murine pro-B-Zellen, die an ihrer
Oberfliche das Glykoproten gpl30 exprimieren.
Ba/F3-gpl30-Zellen bendtigen zur Proliferation die
Anwesenheit von HIL-6 oder dem sIL-6R und IL-6. Sie

gehoren zu den Suspensionszellen.

Ba/F3-gpl130-IL-6R

Ba/F3-Zellen sind murine pro-B-Zellen, die an ihrer
Oberfliache das Glykoprotein gp130, sowie den IL-6R
exprimieren. Ba/F3-gpl130-IL-6R-Zellen benétigen zur
Proliferation die Anwesenheit von IL-6. Sie gehbren zu
den Suspensionszellen

COS-7-Zellen

COS-7-Zellen sind Fibroblasten, die der Niere der griinen
Meerkatze entstammen und zu den adhérent wachsenden
Zellen gehoren.

HEK-293-Zellen

HEK-293-Zellen sind menschliche embryonale
Mierenzellen, die adhérent wachsen.
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3.2 Methoden

3.2.1 Molekularbiologische Methoden
3.2.1.1 DNA-Konzentrationsbestimmung

Die Bestimmmung der DNA-Konzentration erfolgte muttels NanoDrop ND1000 durch
spektrometrische Verfahren Das Pnnzip, das dem NanoDrop zugrunde liegt, 1st die
Lichtabsorption der untersuchten Probe. Das Licht wird abhingig von der DNA-
Konzentration unterscluedlich stark absorbiert. Die DNA Remheit wird durch das
Absorptionsverhiltms A260/280 (der Wert sollte iiber 1.8 liegen) und das
Absorptionsverhiltms A230/260 (der Wert sollte zwischen 1,8-2,2 liegen) gewihrleistet.
Um die Messung der DNA-Konzentration durchzufiihren, wird zuerst ein Nullwert nut 1
ul destilliertem Wasser bestimmt, danach kann die DNA-Konzentration nut 1 pl der zu
bestimmenden Probe gemessen werden.

3.2.1.2 DNA Préparation durch Mini-Praparation und Midi-Praparation

3.2.1.2.1 Mini-Praparation
Um genngere Mengen Plasnud-DNA von 10-15 pg zu 1solieren, wird eine Mim-
Priparation durchgefiihrt.
Fiir eine Mim-Priparation werden 2 ml Medium (mit Antibiotikumzusatz) mut eimner
emnzelnen Bakterienkolonie in einem Eppendorf Tube beimpft. Das Eppendorf Tube wird
be1 37°C iiber Nacht auf emnem Schiittler inkubiert. Unter konstantem Schiitteln kommt
es zum Wachstum der Baktenienkultur. Die Bakterien werden bei 13000 rpm fiir 3 - 5
Minuten ber Raumtemperatur zentrifugiert. Danach wird der Uberstand entfernt und die
Zellpellets werden m 100 pl kaltem S1-Puffer resuspendiert, dies geschueht mit Hilfe
eines Vortex-Schiittlers und mehrmaligem Pipettieren, bis das Zellpellet resuspendiert 1st.
Nachdem 200 pl S2-Puffer hinzugefiigt werden, sollte das Tube mehrfach geschwenkt
werden, bis die Losung annihernd klar 1st. Dies zeigt eine Lyse der Bakterien an.

Im néchsten Schnitt werden 150 pl kalter S3-Puffer hinzugefiigt und das Tube wird
mehrfach geschwenkt. Fiir einen Zeifraum von 10 Minuten sollte das Tube auf Eis gekiihlt
werden. Danach wird das Tube be1 13000 rpm fiir 10 Minuten be1 4°C zentrifugiert, um
emn Pellet zu formen, das aus ausgefallenen Zelltrimmern und chromosomaler DNA

besteht. Der Uberstand wird in ein neues Eppendorf Tube tiberfithrt. In den Uberstand
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werden 900 pl 96%i1ges gekiihltes Ethanol gegeben. Das Tube wird als nachstes gevortext
und 1m Anschluss fiir 5 Minuten auf Eis gekiihlt.

Danach wird die Losung nochmals ber Raumtemperatur und 13000 rpm fiir 10 - 15
Minuten zentrifugiert. Durch Entfernen des Uberstandes, verbleibt ein DNA Pellet,
welchem 500 pl 70%iges Ethanol hinzugefiigt wird. Nach Zentrifugation be1 13000 rpm
fiir 5 Minuten bei Raumtemperatur, wird der Uberstand entfernt und das DNA Pellet fiir
maximal 20 Minuten luftgetrocknet, und 1m letzten Schritt in 30 pl destilliertem Wasser
aufgelost. Die DNA-Konzenfration kann spektroskopisch bestiimmt werden (siehe
Abschmitt 3 2 1 DNA-Konzentrationsbestimung).

3.2.1.2.2 Midi-Praparation

Im Rahmen emner DNA-Préparation durch Midi-Praparation werden gréfere Mengen von
100-500 pg Plasmid-DNA isoliert.

Im ersten Schritt wird zu 100 ml LB-Medium 100 pg/ml Ampicillin inzugefiigt. Diese
werden 1m weiteren Verlauf mit emer Bakterienkolome emer LB-Agar Platte beimpft.
Uber Nacht wird das LB-Ampicillin Medium mit der hinzugefiigten Bakterienkolonie bei
37°C 1n emnem Schiittler inkubiert, mit dem Ziel ein Wachstum der Bakterienkolomie zu
bewirken. Nach der Inkubation iiber Nacht, wird die entstandene Bakterienkultur in
Falcons iiberfithrt und auf emem Schittler (4000 rpm) ber 4°C fir 10 Minuten
zentrifugiert. Nach Zentrifugation wird der Uberstand verworfen Zur weiteren Arbeit

wird die DNA aus dem entstandenen Bakterienpellet nut Hilfe des NucleoBond Xtra Midi
Kit (Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Diiren) 1soliert.

Das Bakterienpellet wird gemil Protokoll in 8 ml Resuspensions Puffer “RES* mut
RNase A resuspendiert, bis es sich vollstindig auflost.

Es werden 8 ml Lysis Puffer “LYS“ zu dem im vorherigen Schrift suspendiertem
Baktenienpellet hinzugefiigt. Die Suspension wird mehrmals geschwenkt und fiir 5
Minuten be1 18 — 25°C mkubiert. Im néchsten Schritt wird die Nucleo Bond Saule, in die
eine Siule mit Filter Funktion integriert ist, vorbereitet. Der Equilibration Puffer “EQU*
(12 ml) wird im Bereich des Randes der Filtersaule aufgetragen.

Wihrenddessen wird der Neufralization Puffer “NEU“ der Suspension des

Baktenienpellets hinzugefiigt und mehrmals geschwenkt. Die homogene Suspension kann
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jetzt in die zuvor vorbereitete Filtersiule gefiillt werden. Nachdem die Suspension
komplett durch die Saule gefiltert wurde, werden 5 ml Equlibration Puffer “EQU* auf
den Rand der Filtersiule aufgetragen, um Suspensionsreste, die in der Filtersiule
verblieben sind, auszuwaschen. Die Filtersdule kann nun entfernt werden, 1m weiteren
Verlauf wird mit der Nucleo Bond Saule weitergearbeitet. In diese wird der Wash Puffer
“Wash“ (8 ml) hinein pipettiert. Die Plasmid-DNA wird mit 5 ml Elution Puffer “ELU*
aus der Nucleo Bond Siule ausgewaschen und in ein Eppendorf Tube iiberfiihrt.

Durch Hinzufiigen von Isopropanol kommt es zur Ausfillung der elumerten Plasnmd-
DNA. Mit Hilfe eme Vortex-Schiittlers wird das Eppendorf Tube mehrfach gemuxt.
Danach folgt die Zentrifugation bei 15,000 x g fiir 30 Minuten bei 4°C. Der Uberstand
wird verworfen. Nachdem das entstandene Pellet getrocknet 1st, werden 70% Ethanol
zum Pellet inzugefiigt und be1 5,000 x g fiir 5 Minuten be1 18 — 25°C zentrifugiert. Das
iiberschiissige Ethanol wird entfernt und das Pellet be1 Raumtemperatur getrocknet. Das
DNA Pellet wird mut 20 pl destilhiertem Wasser ber 37°C auf einem Vortex-Schiittler
gemixt und dann abzentrifugiert. Darauthin kann die Konzentration der DNA bestimmt
werden (siehe Abschnitt 3 2.1 DNA-Konzentrationsbestimmung).

3.2.1.3 Kultivierung von Bakterien mittels Ndhrmedium und Agar-Platten

Zur Baktenienkultivierung konnen sowohl LB-Medien als auch LB-Agar-Platten genutzt
werden. Be1 Verwendung von LB-Medmum wird dem Medium Antibiotikum hinzugefiigt,
beispielsweise 100 pg/ml Ampicilhin, dadurch wird gewihrleistet, dass sich in diesem
Medum nur Bakterien anreichern, die ein Plasmud nut dem Resistenzgen gegen
Ampicillin besitzen, das Medmm wird in diesem Fall LB-Amp-Medium genannnt. Das
LB-Amp-Medium wird it einer emnzelnen Bakterienkolonie beimpft und iiber Nacht be1
37°C auf emem Schiiftler mkubiert. Des Weiteren kénnen LB-Agar-Platten zur
Baktenienkultivierung verwendet werden, die LB-Apar-Plaften enthalten emn
Antibiotikum, sodass nur Bakterien, die resistent gegeniiber dem entsprechenden
Antibiotikum smnd, auf dieser Platte geziichtet werden konnen Zur Herstellung von
LB-Agar-Platten, die das Antibiotikum Ampicillin enthalten, wird gekiihltes LB-Medium
aufgekocht und 1 ml Ampicilin lunzugefiigt. Das LB-Amp-Medmm wird
Kulturschalen ausgegossen. Nachdem das LB-Amp-Medium ausgehirtet 1st, konnen die
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Bakterien ausplattiert werden. Die Schalen verbleiben zur Kultivierung bei 37 °C im
Inkubator.

3.2.1.4 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die PCR 1st emn Verfahren zur Vervielfiltigung von DNA. Grundsatzlich werden fiir den
Ansatz Ausgangs-DNA, zwei Primer, die aus Oligonukleotiden bestehen, eine
thermostabile DNA-Polymerase, dNTPs, MgCl> und der entsprechende Puffer benotigt.
Die PCR wird m einem Thermocycler durchgefiihrt und verlduft in mehreren Schnitten,
m denen die DNA unterschiedlichen Temperaturen ausgesetzt wird (siehe Tabelle
3.2.1.1).

Tabelle 3.2.1.4: Ablauf einer Standard-PCR

Primire Denatunierung 94°C (5 Minuten)
Mehrere Zyklen (20 — 30):
Denaturierung 94°C (1 Minute)
Pomer-Annealing 55°C (1 Minute)
Elongation 72°C (8 Minuten pro kb)
Finale Elongation 72°C (10 Minuten)

Wihrend der priméren Denaturierung kommt es durch den Temperaturanstieg im
Thermocycler zur Trennung der DNA-Doppelstringe mn Einzelstringe. Im nichsten
Schritt wird die Temperatur gesenkt. Es kommt zur Anlagerung der Primer an die
komplementiren DNA-Sequenzen der DNA-Emzelstringe am 3° Ende des
DNA-Emzelstrangs (Annealing) Wihrend der Elongation kommt es zum
Temperaturanstieg, um das Temperaturoptimum der Polymerase zu erreichen. Die
Polymerase synthetisiert nut Hilfe der Nukleotide den komplementiren DNA-Strang,
sodass aus dem zuvor durch Denaturierung entstandenem DNA-Einzelstrang wieder ein
DNA-Doppelstrang gebildet wird Der DNA-Doppelstrang wird durch erneute
Denaturierung wiederholt aufgetrennt und durchlauft mehrmals die aus Denaturierung,
Primer-Annealing und Elongation bestehenden Zyklen.

Wihrend des letzten Schrntts folgt emne finale Elongation durch die Polymerase. Nach
Ablauf der PCR. kiihlt der Thermocycler die Probe auf 4°C ab.
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3.2.1.4.1 Gradienten-PCR

Mit Hilfe emer Gradienten-PCR 1st es mdglich, die optimale Annealing-Temperatur fiir
den entsprechenden Primer zu bestimmen Im Thermocycler werden zur gleichen Zeit
verschiedene PCRs mut unterschiedlichen Annealing-Temperaturen ausgefiihrt. Im Zuge
dieser Arbeit wurde eme Gradienten-PCR mut dem Plasnud pecDNA3.1 sIL-6R
durchgefithrt. Es wurden vier unterschiedliche Temperaturen verwendet (siehe Tabelle
3.2.12). Das Programm der Gradienten-PCR. gleicht dem der Standard-PCR. (siehe
Tabelle 3.2.1.3). Fiir den Ansatz wurde die Pfu-Polymerase verwendet (siehe Tabelle
3.2.14)

Tabelle 3.2.1.4.1: Annealing-Temperaturen
der Gradienten-PCR

Ansatz 1: Annealing-Temperatur 55°C

Ansatz 2: Annealing-Temperatur 57,9°C
Ansatz 3: Annealing-Temperatur 60,7°C
Ansatz 4: Annealing-Temperatur 63,6°C

Tabelle 3.2.1.4.1.2: Tabelle 3.2.1.4.1.3: PCR-Programm der
Ansatz der Gradienten-PCR Gradienten-PCR
1 pl Plasmid-DNA Primére Denaturierung 95°C (3 Minuten)

1 pl Primer forward

35 Zyklen:

Denaturierung 95°C (3 Minuten)
Primer-Annealing (siche Tabelle 3.2.1.2 fiir 1
Minute)

Elongation 72°C (2 Minuten)

Finale Elongation 72°C (10 Minuten)

1 pl Primer reverse

1 ul dNTP Mix

5 ul Pfu-Polymerase Puffer
0.5 ul Pfu-Polymerase

Ad 50 pl destilliertes H.O
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3.2.1.4.2 Zielgerichtete Mutagenese-PCR (site-directed mutagenesis

PCR)
Im Zuge dieser Arbeit wurde die Moglichkeit untersucht emen stabilen Komplex aus IL-6
und dem sIL-6R zu bilden, dessen biologische Aktivitat unbeeintrachtigt bleibt (siehe
Abschmtt 4.2 — 4.6). Zu diesem Zwecke wurden muttels zielgerichteter Mutagenese-PCR
Codons fiir Cysteine in cDNAs fiir IT-6, IL-6 GFP, sIL-6R und HIL-6 emgebracht, die in
weiteren Arbeitsschnitten mit Hilfe von Co-Transfektion in COS-7-Zellen und HEK-293-
Zellen (siehe Abschnitt 3.2 2 4 Transfektion von adhirenten Zellen) eingebracht werden.
Um die gewiinschte Mutation in die cDNA der in dieser Arbeit als Vektoren verwendeten
Plasmude emzubringen, wurde das Verfahren der zielgenichteten Mutagenese-PCR
angewendet. Die sense- und anfi-sense Primer entluelten die gewiinschte Mutation. Es
wurden msgesamt drei PCRs durchgefilhrt. In den ersten beiden PCR-Durchgingen
wurde der sense- bzw. der antisense-Primer verwendet (Ansétze siche Tabelle 3.2.1.5,
PCR-Programm siehe Tabelle 3.2.1.6). Im drnitten PCR-Durchgang wurden die Produkte
der ersten beiden PCR Durchginge germscht und mit 1 pl Polymerase wurde eme dritte
finale PCR. durchgefiihrt. Das PCR-Produkt enthielt nach Ende der dntten PCR die
gewiinschte Mutation. Nach Transformation der PCR-Produkte in adhirente Zellen
wurden Cystemne in den Protemnen exprimuert, die iiber Bildung von Disulfidbriicken zur
Ausbildung eines Komplexes fiihrten.

Tabelle 3.2.1.4.2: Ansiitze fiir Mutagenese-PCR

Ansatz A Ansatz B

1pul template DNA 1l template DANN

1ul HF Puffer 1ul HF Puffer

1pl sense-Primer (100 pmol) 1l anti-sense-Primer (100 pmol)
1pul NTPs (10 mM) 1pl ANTPs (10 mM)

1pul Phusion Polymerase 1pl Phusion Polymerase

1pul destilliertes HO 1l destilliertes H,O
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Tabelle 3.2.1.4.2.1: Programm fiir Mutagenese-PCR

Primire Denatunierung 4 min 98°C

15 Zyklen:

Denaturierung 1 min 98°C
Pomer-Annealing 1 min 55°C
Elongation 15— 30 s/kb 72°C
Finale Elongation 12 mun 72°C

3.2.1.5 Dpnl-Verdau
Nachdem die Mutagenese-PCR. durchgefiihrt wurde, wurde die template DNA entfernt.
Zu diesem Zwecke folgte ein Dpnl-Verdau der PCR-Produkte (Ansatz siehe Tabelle
3.2.1.7). Dpnl 1st ein Restriktionsenzym, das methylierte DNA schneidet. Die mutierten,
unmethylierten PCR-Produkte werden durch das Restniktionsenzym Dpnl nicht
geschmitten. Die Reaktion erfolgte fiir 2 Stunden bei1 37°C. Anschlieflend wurde das
Restriktionsenzym durch Hitze (80°C) fiir 20 Minuten inaktiviert.

28 pl geremigtes PCR-Produkt Tabelle 3.2.1.5: Dpnl-Behandlung

3 pul Restnktionsenzym Dpnl

4 ul Tango Puffer

5 ul destilliertes H20

3.2.1.6 Transformation des PCR-Produktes in chemisch kompetente XL1

blue-E. coli Stamme
10 pl des PCR-Produktes der zelgerichteten Mutagenese-PCR wurden nach dem
Dpnl-Verdau in chemisch kompetente XI.1 blue-E. coli Stimme miftels Hitzeschock
transformuert. Vorbereitend wurden die be1 -20°C gefrorenen E. coli Stamme be1 4°C
aufgetaut. Nach Zugabe des PCR-Produktes folgte eine Inkubation auf Eis fiir 5 - 10
Minuten. Der Hitzeschock be1 42°C fiir 30 Sekunden fiihrte zur Aufnahme der Plasmud-
DNA 1n die E. coli Stamme_ AnschlieBend folgte eine erneute Inkubation auf Eis fiir 5 -
30



Material nnd Methoden

10 Minuten. Die E. coli Bakterien wurden in 500 pl LB-Amp Medium gegeben, das fiir
1 Stunde bei 37°C auf einem Schiittler inkubiert wurde. AnschlieBend wurden
iiblicherweise 200 pl der Losung auf emne LB-Amp Agarplatte ausgestrichen. Die
Agarplatten wurden iiber Nacht ber 37°C mkubiert. Nach der Inkubation wurde eine
Mimi-Priparation zur Isolierung der Plasmud-DNA durchgefiihrt (siehe Abschmtt 3.2.1
Mimi-Priparation). Die 1solierte Plastud-DNA wurde zur Bestitigung der gewiinschten
Mutation durch die Firma SeqLab — Sequence Laboratories Gottingen GmbH sequenziert.

3.2.1.7 Enzymatische Spaltung durch Restriktionsenzyme

Zur Spaltung von Plasmmd-DNA wurden Restriktionsenzyme verwendet. Fiir diese
Reaktion wurden 10 pg Plasmmd-DNA, sowie die entsprechenden Restriktionsenzyme
und Restriktionspuffer verwendet. Nach Zugabe von destilliertem H20 erfolgte die
Spaltung iiber Nacht be1 37°C. Die Reaktion wurde durch emnen 6x Ladepuffer gestoppt.
Nachdem der Ansatz auf ein 1%iges Agarosegel aufgetragen wurde, erfolgte die DNA-
Extraktion muftels Aparosegelelektrophorese. Die Fragmente wurden daraufhin
extrahiert.

3.2.1.7.1 Erstellung des slL-6R aus mutiertem HIL-6 durch BamHI

Spaltung
Um den nmtierten sIL-6R (mit der Mufation fiir die Aminosdure Cystein) aus dem
mutiertem HIT.-6 zu erhalten wurde das Restriktionsenzym BamHI verwendet. Das
Restriktionsenzym BamHI sollte im Bereich des Peptid-Linkers des mutierten HIL-6
schneiden, um so IL-6 und den sIT-6R voneimnander zu trennen. Dafiir wurde das mutierte
HIT -6 nut BamHI gespalten (siehe Tabelle 321 8). Dieser Ansatz wurde iiber Nacht be1
37°C mkubiert. Der Ansatz wurde im Folgenden iiber emn 2%iges Agarosegel tiberpriift
und die DANN aus dem Agarosegel extrahiert (siehe Abschmitt 3 2.1 Herstellung des sIL-
6R. aus dem mutiertem HIT -6 miftels BamHI- und Agel-Behandlung; DNA-Extraktion
muttels Apgarosegelelektrophorese). Die exfralierte DNA wurde 1 emen
Ligationsansaeltz gegeben (Tabelle 3.2.1.12). Der Ligationsansatz wurde iiber Nacht be1
4°C inkubiert. Daraufhun wurde der Ansatz in chemsch kompetente XI.1 blue-E. coli
Stamme transformuert. Mittels Midi-Praparation wurde die Plasnud-DNA isoliert und
anschliefend sequenziert. Dieser Ligationsansatz enthielt das Klenow-Fragment, das
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iiberstindige DNA, die nach dem Schneiden durch BamHI entstanden ist, nuttels
Exonuklease Funktion entfernt und dadurch blunt-ends erzeugt, die iiber die T4-Ligase
verbunden wurden. Zudem besitzt das Klenow-Fragment eine Polymerase Funktion um
fehlende Basen auszufiillen. Da die 5"+ 3 Polymerase und die 3" —» 5" Exonuklease
Funktion des Klenow-Fragments an unterschiedlichen Stellen auffiillt bzw. entfernt,
entstehen Proteine mit unterschiedlichen Mengen an Aminosduren Uberhang (siehe Abb.
4.3.1), mn diesem Fall entstanden zwe1 Formen, eine Form des mutierten sIL-6R mut 42
Aminosdureniiberhang und eme Form des mutierten sIL-6R mmt 17
Aminosaureniiberhang

3.2.1.8 Ligation vom DNA-Fragmenten

Zur Ligation des Inserts (siehe Abschmtt 32141 Gradienten-PCR) und dem
Zielplasnmd (Vektor), wurden 1 pl Zielplasnud, 2 pl Insert, T4-Ligase und T4-Ligase
Puffer verwendet (siehe Tabelle 3.2.1.12). Der Ligationsansatz wurde iiber Nacht be1 4°C
mkubiert. Falls sticky-ends entstanden, die iiberstehende 3'- oder 5'- Enden enthielten,
wurde das Klenow-Fragment verwendet. Die Fragmente wurden extrahiert und enthielten
sticky-ends. Um die sticky-ends aufzufiillen und blunt-ends zu erstellen, wurden 20 pl
des 1solierten Fragmentes, das Klenow-Fragment, sowie der dazugehonge Puffer, dINTP
Mix und destilliertes H20 zu einem Ansatz zusammengefiigt. Das Klenow-Fragment hat
verschiedene Aufgabengebiete. Es kann einerseits als Polymerase die DANN-Sequenzen
am 5 -Ende der DANN auffiillen, als auch in der Funktion als Exonuklease iiberstehende
DANN-Sequenzen am 3’-Ende abbauen. Der Ansatz wurde be1 37°C fiir 10 Minuten und
fiir weitere 10 Minuten be1 95°C mkubiert.

Zur Ligation des aus der Gradienten-PCR hergestellten Inserts (siehe Abschmtt 3.2.1.4.1
Gradienten-PCR) und dem Zielplasmud (Vektor), welches durch Spaltung des mutierten
HIT -6 nut BamHI und HindIIl gewonnen wurde, wurde die T4-Ligase verwendet (siehe
Tabelle 3.2.2 4). Der Ligationsansatz wurde tiber Nacht be1 4°C inkubiert.

Der Ligationsansatz aus Tabelle 3.2.1.12 wurde in chemmsch kompetente X1.1 blue-E. coli
Stamme auf LB-Amp Agarplatten transfornuert und ausplattiert (siehe Abschmtt 3.2.1.6
Transformation des PCR-Produktes in chemusch kompetente X1.1 blue-E. coli Stimme).
Nach emer Mimi-Priparation (siehe Abschmtt 3.2.1.2.1 Mim-Préparation) folgte eine
Testrestriktion, die nuttels Agarosegel elektrophoretisch analysiert wurde. Nach
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Extraktion aus dem Aparosegel, folpte die Sequenzierung durch die Firma SegLab —
Sequence Laboratories Gottingen GmbH.

Tabelle 3.2.1.8: Ansatz fiir die Tabelle 3.2.1.8.1: Ligationsansatz mit Insert
Testspaliung ans Gradienten-PCR

10 pg mutiertes HIL-6 1 ul Zielplasmid

2 ul BamHI 2 pl Insert

1 pl HindIIT 2 ul T4-Ligasepuffer

4 pul Puffer Red 2 pl T4-Ligase

Ad 40 pl destilliertes H20 ad 20 pl destilhertes H;0

Der Ligationsansatz aus Tabelle 3.2 8.1 9 wurde in chemisch kompetente XI.1 blue-E.
coli Stamme auf LB-Amp Agarplatten transformuert und ausplattiert (siehe Abschmitt
3.2.1.6 Transformation des PCR-Produktes in chemusch kompetente XI.1 blue-E. col
Stamme). Nach einer Mim-Priparation (siehe Abschmitt 3.2.1.2.1 Mim-Priparation)
folgte eine Testrestriktion, die nuttels Aparosegel elektrophoretisch analysiert wurde.
Nach Extraktion aus dem Agarosegel, folgte die Sequenzierung durch die Firma SeqLab
— Sequence Laboratones Gottingen GmbH.

3.2.1.9 DNA-Extraktion mittels Agarosegelelektrophorese

Um DNA-Fragmente sichtbar zu machen, wurden sie nut Hilfe wvon
Agarosegelelekrophorese nach Anzahl der Basenpaare vonemander getrennt. Die
Agarosegele wurden nmut 1% Agarose hergestellt Die Agarose wurde nach Zugabe von
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Etlndumbromud m der Mikrowelle aufgekocht und in Kammern pegossen. Nach
Erstarren des Gels folgte die Probenbeladung mit jeweils 6-fachem Ladepuffer Zudem
wurde ein Marker zur GréBenbestimmung aufgetragen. Die Agarosegelelektrophorese
wurde be1 90 Volt fiir 30 Minuten durchgefithrt Nach Beendigung der Elektrophorese
konnte das Gel auf emem UWV-Lichttisch analysiert werden. Das gewiinschte Fragment
wurde mit emem Skalpell herausgeschnitten und nach Anleitung des NucleoSpin Extract
II Kits aufgereimgt.

3.2.2 Zellkultur

In der Zellkulturarbeit wurden Suspensionszellen und adhérente Zellen verwendet. Die
Suspensionszellen entstammen der Ba/F3-Zelllime, die adhirenten Zellen entstammen
der COS-7-Zelllimie und der HEK-293-Zelllime.

3.2.2.1 Zellzahlbestimmung

Zur Zellzahlbestimmung wurde der TC10 Automated Cell Counter verwendet. Es wurden
10 pl Zellsuspension und 10 pl Trypan-Blau zusammenpipettiert. 10 pl dieser Suspension
wurden m den “Cell Counter Shde“, ein Objekttriger mut mtegnierter Zahlkammer,
gegeben. Daraufhun wurde der “Cell Counter Shide” in den TC10 Automated Cell Counter
emngefiigt, um die Zellzahl zu bestimmen

3.2.2.2 Kultivierung von Suspensionszellen

Es wurden sowohl Ba/F3-Zellen kultiviert, die nut gpl30 transduziert wurden
(Ba/F3-gp130), als auch Ba/F3-Zellen, die mit gp130 und dem IT.-6R transduziert wurden
(Ba/F3-gp130-IL-6R). Die Zellen wurden in 10 cm Kulturschalen mmt 10 ml DMEM +/+
kultiviert. Die Ba/F3-gpl130-Zellen und Ba/F3-gp130-IL-6R-Zellen wurden nach einer
Woche Inkubation be1 37°C und 5% COz iiblicherweise 1m Verhaltnis 1:10000 gesplittet.
Nach dem Splitten der Zellen erfolgte die Zugabe von 20 pl HII-6 in die Kulturschalen.
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3.2.2.3 Kultivierung von adharenten Zellen

Die COS-7-Zellen wurden in 10 ml DMEM +/+ bei 37°C und 5% CO» inkubiert. Die
COS-7-Zellen wurden iiblicherweise alle 3 Tage gesplittet. Wahrend des Sphittens wurde
das Medium der COS-7-Zellen abgesaugt und die Zellen in 3 — 5 ml PBS gewaschen,
anschliefend wurde das PBS abgesaugt. Nach Zugabe von 2 ml TE (Trypsin/EDTA)
wurden die Zellen fiir 2 Minuten be1 37°C mkubiert, wodurch sich die Zellen ablésten.
Das TE wurde mut 2 ml Trypsin inaktiviert. Die Zellsuspension wurde i ein 15 ml Falcon
iiberfithrt und be1 1200 rpm und Raumtemperatur fiir 5 Minuten zentrifugiert. Nachdem
der Uberstand abgesaugt wurde, wurde das Zellpellet in 1 ml DMEM +/+ resuspendiert.
Emn Anteil der Zellsuspension wurde in emne 10 em Kulturschale mit 10 ml DMEM +/+
iiberfiihrt.

Die HEK-293-Zellen wurden in 10 ml DMEM +/+ be1 37°C und 5% CO» inkubiert. Die
Zellen wurden iiblicherweise alle 4 Tage gesplittet. Dafiir wurde das Medium m den
Kulturschalen entfernt, und die HEK-293-Zellen nut 3 — 5 ml PBS gewaschen Nach
Entfernung des PBS wurden die Zellen nut Hilfe von DMEM +/+ von der Kulturschale
gelost und 1m Verhaltms 1:10 in DMEM +/+ gesplittet.

3.2.2.4 Transfektion von adhérenten Zellen (COS-7-Zellen und HEK-293-
Zellen)

Im Zuge dieser Arbeit wurden COS-7-Zellen und HEK-293-Zellen mmt Plasnud-DNA
transfiziert. Es wurden 1x10° Zellen der COS-7-Zelllinie bzw. 2x10° Zellen der
HEK-293-Zelllinie in 10 ml DMEM +/+ gegeben, die zuvor gesplittet wurden (siehe
Abschmitt 3 2 2 3 Kultivierung von adhérenten Zellen). Zur Transfektion wurde folgender
Ansatz verwendet:

Tabelle 3.2.2.4: Transfektionsansatz filr adhirente Zellen.

1 ml DMEM -/-

5 nug Plasmud-DNA

10 pl Turbofect
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Fiir die Transfektionen wurde der Plasmmdvektor pcDNA3.1 genutzt. Nachdem der
Ansatz zusammenpipettiert wurde, wurde er fiir 15 - 30 Sekunden gevortext und
nachfolgend fiir 15 Minuten be1 Raumtemperatur inkubiert. Nach Inkubation erfolgte die
Zugabe des Transfektionsansatzes auf die ausgesidhten COS-7-Zellen bzw.
HEK-293-Zellen. Die transfizierten COS-7-Zellen wurden fiir 6 Stunden, die
transfizierten HEK-293-Zellen wurden fiir 48 Stunden be1 37°C und 5% CO: imnkubiert.
Anschliefend wurde das Medium der transfizierten Zellen abgesaugt und 10 ml neues
DMEM +/+ hinzugegeben.

3.2.2.5 Steriles Filtrieren von Zelliiberstidnden

Die Uberstinde der transfizierten Zellen wurden nach der Inkubationszeit (siehe
Abschmtt 3 2 2 Transfektion von adhérenten Zellen) sterilfiltriert. Dazu wurde emn Filter
mit einer PorengrdBe von 45 pM verwendet. Die Uberstinde wurden bei -20°C gelagert.

3.2.2.6 Herstellung von Zelllysaten

Nach Herstellung der Uberstinde aus den transfizierten Zellen (siehe Abschmitt 3.2.2 4
Transfektion von adhérenten Zellen; sieche Abschmitt 3225 Stenles Filtrieren von
Zelliiberstinden) wurden die Zellen nut PBS gewaschen und das PBS anschlieBend
abgesaugt. Nach Zugabe von 1 ml PBS auf die Zellen, wurden die Zellen nut Hilfe eines
“Cell-Scrapers” vom Boden der Kulturschale geldst. Die Zellsuspension aus PBS und den
gelosten Zellen wurde in emn 1,5 ml Eppendorf Tube iiberfithrt. Dieses wurde be1 13000
rpm und 4°C fiir 1 Minute zentrifugiert. Durch die Zentrifugation hatten sich die Zellen
vom PBS gelost und ein Zellpellet gebildet. Das PBS wurde entfernt und das Zellpellet
m 250 pl Mild Lysis Buffer (MLB) resuspendiert. Das Eppendorf Tube wurde fiir 1
Stunde be1 4°C auf emnem Rollschiittler inkubiert. Nach Inkubation folgte eme
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Zentnifugation be1r 13000 rpm und 4°C fiir 15 Minuten. Das hergestellte Zelllysat wurde
m ein neues Eppendorf Tube iiberfiihrt und be1 -20°C gelagert.

3.2.2.7 Proliferationsassay

Zur Durchfilhrung der Proliferationsassays wurden Zytokine und die hergestellten
Uberstinde der transfizierten Zellen verwendet (siehe Abschmitt 3 2.2_5 Steriles Filtrieren
von Zelliiberstanden). Die Proliferationsassays wurden mut Ba/F3-gp130-Zellen und
Ba/F3-gpl130-IL-6R-Zellen durchgefiihrt. Es wurden 96 Well Mikroplatten verwendet.
Zu Beginn wurden die Ba/F3-gpl30-Zellen und die Ba/F3-gpl130-IL-6R-Zellen be1
15000 rpm fiir 5 Minuten zentrifugiert. Das entstandene Zellpellet wurde in 1 ml PBS
resuspendiert, anschliefend wurde die Suspension nut PBS auf 10 ml aufgefiillt und
msgesamt dreimal mit PBS gewaschen. Das Waschen der Zellen erfolgte, um das Zytokin
HII -6 zu entfernen, das zuvor als Wachstumsfaktor benttigt wurde.

Nach dem Waschen folgte die Zugabe von 1 ml DMEM +/+, m welchem das Zellpellet
resuspendiert wurde. Die Zellzihlung erfolgte durch den TC10 Automated Cell Counter
(siehe Abschmitt 3.2.2.1 Zellzahlbestimmung). Es wurden 100 pl der Zellsuspension je
Well pipettiert. In die befiillten Wells wurden die jeweiligen Uberstinde/Zytokine
prpettiert. Die Mikroplatten wurden fiir 48 - 72 Stunden inkubiert. Nach Inkubation
wurden je 20 pl Cell Titer Blue in die befiillten Wells pipettiert. Es folgten 3 Messungen
der Proliferation. Zwischen den Messungen wurde die Mikroplatte fiir jeweils 20 Minuten
bei1 37°C mkubiert. Die Messungen wurden mut Hilfe des Tecan Infimte M200
durchgefiihrt und 1 “Relative Light Umits* (RLU) angegeben. Im Rahmen dieser Arbeit
werden verschiedene Proliferationsassays im Bereich des Ergebmissteils detailliert

vorgestellt.

3.2.3 Immunbiochemische Methoden

3.2.3.1 Enzyme-Linked-Immunsorbent-Assay (ELISA)
Im Zuge dieser Arbeit wurden zwei verschiedene ELISA genutzt. Sowohl zur Detektion
des sIL-6R (IL-6R ELISA), als auch zur Detektion des Komplexes aus IL-6 und sIL-6R
(IL-6/sIL-6R. Komplex ELISA), welcher mm Institut fiir Biocherme und
Molekularbiologie II entwickelt wurde und freundlicherweise zur Verfiigung gestellt
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wurde. In beiden Fallen handelte es sich um Sandwich-ELISA_ Als Standard wurde 1
allen durchgefithrten ELISAs rekombinantes HIL.-6 verwendet. Der Standard dient
emerseits der Positivkontrolle. Zusatzlich 1st die Konzentration des Standards bekannt,
sodass nut Hilfe emer Standardkurve die Menge des gesuchten sIL-6R bzw. IL-6/sIL-6R
Komplexes in den untersuchten Proben bestimmt werden kann. Sowohl der Standard, als
auch die Proben wurden m verschiedenen Konzentrationen aufgetragen, jede
Konzentration wurde doppelt aufgetragen. Mit Hilfe von zwei Antikérpern (Capture
Antikérper und Detection Antikorper) wurde die jeweilige Probe detektiert und im
Rahmen einer enzymatischen Farbreaktion sichtbar gemacht.

3.2.3.1.1 Enzyme-Linked-Immunsorbent-Assay (ELISA): IL-6R ELISA

Zur Detektion der sIL-6R Menge im Blutserum der Probanden wurde der “Human
Interleukin-6R. ELISA* der Firma Immuno Tools verwendet. Es wurde eme 96 Well
Mikrotiterplatte verwendet. Der verwendete Capture Antikdrper (o-hIL-6R; 4-11) wurde
1:1000 1in 1 % BSA in PBS verdiinnt. 50 pl des verdiinnten Capture Antikdrpers wurden
m jedes Well pipettiert. Die Mikrotiterplatte wurde iiber Nacht ber Raumtemperatur
mkubiert. Nach emtigiger Inkubation wurde die Mikrotiterplatte dreimal mut je 200 pl
PBS-T gewaschen, um ungebundene Anteile des Capture AntikGrpers zu entfernen.
Anschliefend wurden 300 pl Blocking Puffer mn jedes Well pipettiert und die
Mikrotiterplatte fiir 2 Stunden bei1 Raumtemperatur inkubiert. Durch den Blocking Puffer
wurden freie Bindestellen gesittigt. Im nachsten Schnitt wurde der Blocking Puffer durch
dreimaliges Waschen nut 200 pl PBS-T entfernt. Anschlieflend erfolgte das Auftragen des
Standards (rekombinantes HII.-6) und der Proben. Standard und Proben wurden in
verschiedenen Konzentrationen aufgetragen.

Die Mikrofiterplatte nut den aufgetragenen Proben wurden fir 2 Stunden ben
Raumtemperatur inkubiert und darauffolgend fiinfmal nut PBS-T gewaschen. Der
biotinylierte Detection Antikorper (Baf227) wurde 1:1000 in 1% BSA in PBS verdiinnt.
Es wurden je 50 pl des Detection Antikodrpers pro Well pipettiert und zwe1 Stunden be1
Raumtemperatur inkubiert. Ungebunde Anteile des Detection Antikérpers wurden durch
fimfmaliges Waschen nut PBS-T entfernt. Darauflun wurden 100 pl Streptavidin-POD
pro Well hinzugegeben und die Mikrotiterplatte wurde fiir 30 Minuten mkubiert. Wahrend
dieser Inkubationszeit band Streptavidin an den biotinylierten Anteil des Detection
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Antikorpers. Nach der Inkubation wurde das POD-Substrat hinzugefiipt. Die
Mikrotiterplatte wurde unter Lichtausschluss fiir 5 - 20 Minuten inkubiert.

Durch Zugabe des POD-Substrates kam es zum Farbumschlag in den mit Proben befiillten
Wells. Die Reaktion wurde durch 1.8 M Schwefelsiure gestoppt. Die Mikrotiterplatte
wurde durch den Tecan Infinite M200 be1 450 nm ausgelesen.

3.2.3.1.2 Enzyme-Linked-Immunsorbent-Assay (ELISA): IL-6/sIL-6R

Komplex ELISA
Zur Detektion des IL-6/sIL-6R. Komplexes wurde emn im Institut fiir Biochenue und
Molekularbiologie IT entwickelter ELISA verwendet. Dieser ELISA nutzt als Capture
Antikérper einen a-hIT-6 Antikdrper in 1:1000 Verdiinnung in 1% BSA in PBS, um den
I1-6 Anteil des Komplexes zu detektieren, als Detection Antikorper wird der Baf227
Antikérper (ein IL-6R Antikérper) in einer 1:1000 Verdiinnung in 1% BSA in PBS
verwendet. Durch diesen Antikorper wird der sIL-6R. Anteil des Komplexes detektiert
(siehe Abschnitt 4.7 Funktionsweise des IL-6/s[L-6R. Komplex ELISAs). Die weiteren
Arbeitsschritte gleichen dem Protokoll des IL-6R ELISA (siche oben). Zur Uberpriifung
der Funktionsweise wurde der ELISA m emner ersten Untersuchungsreihe mut IT-6, dem
sIL-6R und HIL -6 getestet (siehe Abschmit 4 8 Durchfihrung des IL-6/sIL-6R Komplex
ELISAs mit IT-6, dem sIL-6R. und HIT-6). In emner zweiten Untersuchungsrethe wurden
nut Hilfe des ELISAs die Menge des IL-6/sIL-6R Komplexes nut rekombimantem IT.-6
und sIL-6R. in vitro, sowie nut Blutproben von wvier Probanden in vivo ermmttelt (siehe
Abschmtt 4 8 Durchfithning des IL-6/sIL-6R Komplex ELISAs mut IL.-6, dem sIL-6R
und HIL-6; siehe Abschmtt 4. 10 Durchfiihrung des IL-6/sIL-6R. Komplex ELISAs mut
Blutserum).

3.2.3.2 SDS-Page (Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel
Electrophoresis)
Um Protemne nachzuweisen und thre GroBe zu ermutteln, wurden die Verfahren SDS-Page
und Western Blot angewendet. Zuerst wurden die Proteine anhand ihrer Molekiilmassen
mit Hilfe von diskontimuerlicher SDS-Polyacrylamud Gelelektropherese getrennt.
Vorbereitend wurden die Proben (Zelllysate und Uberstinde) mit jeweils 5 pl 5-fach
Lammli-Puffer be1 95°C fiir 10 Minuten gekocht. Die Proteine wurden mn diesem Schritt
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denaturiert und anschhiefiend fiir 2 Minuten auf Eis gekiihlt. Die Proben, sowie ein
Groflenmarker, wurden auf Gele aufgetragen, die selber hergestellt wurden (siehe Tabelle
3.234). Die Gele bestehen aus Trenn- und Sammelgel und wurden mut 10 oder 15
Probentaschen hergestellt. Nachdem die aufpetragenen Proben im oben liegenden
Trenngel konzentriert wurden, wurden sie 1m unten hegenden Sammelgel entsprechend
ithrer Molekiilmasse voneinander getrennt.

Sammelgel und Trenngel enthalten Poren unterschiedlicher GréBe. Protemne nut kleiner
Molekiilmasse durchwandern diese Poren schneller als Protemme mmt groBer
Molekiilmasse. Die GoBentrennung der Proteine erfolgte ber 100 — 120 Volt, bis die
Lauffront der Proben das Ende des Trenngels erreicht hatte. Anschliefend erfolgte der
Proteintransfer auf eme PVDF-Membran mittels Western Blot.

Tabelle 3.2.3.2: Inhaltsangaben zu Trenngel und Sammelgel

Trenngel Sammelgel

2.6 ml Trenngel-Puffer 1.5 ml Sammelgel-Puffer
3.3 ml Acrylamid (30%) 1 ml Acrylamid (30%)

4 ml H,0 3,44 ml H,O

4 ul TEMED 6 pl TEMED

100 pl APS 60 nl APS

3.2.3.3 Western Blot
Zur Vorberettung des Proteintransfers wurde Filterpapier in Transferpuffer fiir 5 Minuten
mkubitert. Die PVDF-Membran wurde fir 1 Mimnute mm Methanol mkubiert und
anschliefend mut Transferpuffer abgespiilt. Nach Anordnung von Filterpapier,
Acrylamid-Gel und PVDF-Membran in der Blotting-Kammer (siehe Abbildung 3.2.3.1)
erfolgte der Proteintransfer des Acrylanudgels auf die PVDF-Membran be1 25 Volt fiir 40
Minuten.
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Wanderung
der Proteine

Filterpapier

Acrylamid Gel

PVDF-Membran

|
|

Abb. 3.2.3.1.: Proteintransfer des Acrylamid-Gels auf die PVDF-Membran. Nachdem die Proteine
mittels SD5-Page im Acrylamid-Gel anhand ihrer Molekiilmasse aufgetrennt wurden, wurden die Proteine
auf die PVDF-Membran transferiert. Fiir diesen Transfer wurden fiinf in Transferpuffer angefeuchtete
Filterpapiere in die Blotting Kammer gelegt, auf die Filterpapiere wurden die PVDF-Membran und das
Acrylamid-Gel platziert. Abschliefend wurden fiinf in Transferpuffer angefenchtete Filterpapiere auf das
Acrlamid-Gel gelegt. Der Proteintransfer wurde bei 25 Volt fiir 40 Mimiten durchgefiihrt.

Die PVDF-Membran wurde m emn 50 ml Falcon tberfithrt und darauflun dreimal fur
jeweils 5 Minuten in 10 ml TBS-T gewaschen. Wahrend des Waschvorgangs wurde das
Falcon auf emnem Rollschiittler inkubiert. Durch die Inkubation der Membran in einer
Losung von 10 ml TBS-T nut 5% Milchpulver fir 1,5 - 2 Stunden erfolgte die
Blockierung von unspezifischen Proteinbindestellen. Der Primirantikbrper wurde in
emer 1:1000 Verdiinnung in 5 ml TBS-T nut 5% Milchpulver iiber Nacht be1 4°C auf
eimnem Rollschiittler inkubiert.

Nach der emtigigen Inkubation wurde die Membran dreimal 1n 10 ml TBS-T fiir jeweils
5 Minuten gewaschen, um ungebundene Anteile des Pnimérantikdrpers zu entfernen
Anschliefend wurde die Membran nut dem Zweitantikérper i emer 1:5000 Verdiinnung
m 5 ml TBS-T mut 5% Milchpulver fiir 1 Stunde bei Raumtemperatur auf emem
Rollschiittler inkubiert. Darauffolgend wurde die Membran dreimal in 10 ml TBS-T fur
jewells 5 Minuten gewaschen, um ungebundene Anteile des Sekundirantikérpers zu
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entfernen. Es wurden 400 pl ECL Pnimer Western Blotting Detection Reagent auf die
Membran gegeben. Die Entwicklung erfolgte mit dem INTAS Chemo Cam Imager.
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4. Ergebnisse

4.1 Transfektion von COS-7-Zellen mit cDNAs fiir IL-6-GFP

Zu Beginn wurden COS-7-Zellen mit dem Plasnud pcDNA 3.1 IL-6-GFP (siehe Abb.
4.1.37) transfiziert (siche Abschmitt 3.2 2.1 Transfektion von adhérenten Zellen). Die in
den hergestellten Zelllysaten enthaltenen Proteine (siehe Abschnitt 3.2.2 6 Herstellung
von Zelllysaten) wurden als Probe muttels SDS-Page und Western Blot analysiert (siehe
Abschmtte 3.2 3 SDS-Page; Western Blot). GFP wurde mut Hilfe des Antikérpers a-GFP
detektiert (sieche Abb. 4 .A). Des Weiteren wurden COS-7-Zellen mmt IL-6-GFP
transfiziert. Die Proteine i den hergestellten Zelllysaten wurden mittels SDS-Page und
Western Blot analysiert (siehe Abb. 4.C). Im Western Blot (siehe Abb. 4 B) wurden zur
Negativkontrolle untransfizierte COS-7-Zellen, sowie Proben mut I.-6-GFP und GFP
aufgetragen (siehe Abb. 4.A) IL-6 wurde mut dem AntikGrper o-humaner-IT-6
Antikorper detektiert.

4.A (Antikiorper: o-GFP-Antikirper) 4.C (kein Atikirper wurde verwendet)

IL-6 GFP

GFP

4.B (Antikorper: o-GFP-Antikirper) 4.D (o-GFP-Antikirper und o-IL-6

Antikirper)
Untransfizierte
COS5-7-Zellen IL-6-GFP
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Abbildung 4.A: Western Blot zur Detektion von GFP mit Zelllysaten von IL-6-GFP transfizierten
COS5-7-Zellen. Zur Vorbereitung dieses Western Blots wurden COS-7-Zellen mit einer cDNA kodierend
fiir IL-6-GFP transfiziert. Die in den hergestellten Zelllysaten enthaltenen Protemne wurden mittels SD5S-
Page ihrer GriBe nach getrennt Wihrend des Western Blotting wurde ein a-GFP-Antikdrper verwendet.
Bei 25 kDa ist das GFP-Proteins zu erkennen. zudem ist bei ca. 40 kDa das Fusionsprotein aus IL-6-GFP
zu erkennen.

Abbildung 4.B: Western Blot zur Detektion von I-6 mit untransfizierten COS-7-Zellen. Das
Aufiragen der Proben von unfransfizierten COS5-7-Zellen erfolgte als Negativkontrolle. Es wurde ein o-
GFP-Antikdrper verwendet.

Abbildung 4.C: Western Blot zur Detektion von I1-6 mit Zelllysaten von GFP transfizierten COS-
7-Zellen. Zudem wurden Zellen allein mit GFP transfiziert. die nicht detektiert werden konnten.
Abbildung 4.1): Western Blot zur Detektion von I1.-6 mit Zelllysaten von I1-6 GFP transfizierten
COS-7-Zellen. Fur diesen Western Bot wurden Zelllysate verwendet, die das IL-6-GFP Protein
enthielten. IL-6-GFP ist ein Fusionsprotein, das aus dem Protein I1-6 und dem Protein GFP besteht, die
iiber einen Linker miteinander verbunden sind (siche Abbildung 4.1 4). Es konnte bei 40 kDa eine Bande
detektiert werden.

Linker

l

N IL-6 C . GFP

N IL-6 C

Abb. 4.1.4: I1.-6 GFP Fusionsprotein. Im Rahmen dieser Arbeit wurde mit dem Fusionsprotem IL-6 GFP
gearbeitet GFP wurde mittels eines Linkers an das C-terminale Ende des IL-6 kloniert. Das entstandene
Fusionsprotein konnte mit Hilfe des Western Blottings durch a-GFP-Antikrper und a-IL-6 Antikorper
nachgewiesen werden (siche Abb. 4 A und 4.D).

Mit diesen Versuchen wurde nachgewiesen, dass IL-6 als Fusionsprotein mit IT-6 GFP
(siehe Abb. 4.1.4) in COS-7-Zellen exprimiert und durch a-GFP-Antikorper (siehe Abb.
4 A) und o-IL-6 Antikorper (siehe Abb. 4 D) detektiert werden kann Es wurde bestatigt,
dass die Fusion von IL-6 und GFP nut Hilfe eines Linkers die Expression nicht
beemfrachtigt (sieche Abb. 4D). Die Erpebmsse dieses ersten Experiments
gewihrleisteten, dass das Fusionsprotein IL-6-GFP 1m Zuge der folgenden Versuche
verwendet werden konnte.
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Des Weiteren wurden Proliferationsassays mut Ba/F3-gpl30-Zellen und Ba/F3-
gp130-IL-6R-Zellen angefertipt. Es wurden COS-7-Zellen mit den Plasmiden pcDNA 3.1
IL-6-Fc und pcDNA 3.1 IL-6-GFP transfiziert. Die Uberstinde wurden steril filtriert, um
zu verhindern, dass in den fiir die Proliferationsassays verwendeten Uberstinden
Restzellen vorhanden waren. Zur Anfertipung der Proliferationsassays wurden je 10 pl
dieser Uberstinde und je 1 pl der Zytokine HIT-6 und IL-6 zu 100 pl Ba/F3-gp130-Zellen
und 100 pl Ba/F3-gpl30-IL-6R-Zellen gegeben Als Negativkontrolle wurden Ba/F3-
gp130-Zellen und Ba/F3-gpl30-IL-6R-Zellen ohne Zugabe von Uberstinden oder
Zytokinen verwendet (siehe Abb. 3.2 2 1). Die Zellen wurden fiir 48 h be1 37°C inkubiert.
Nach Zugabe von je 20 pl Cell Titer Blue (CTB) wurden vier Messungen 1m Abstand von
20 Minuten durchgefiihrt (siehe Abb. 4.1.5). Die Messungen zeigten, dass die
Ba/F3-gp130-Zellen ohne Zugabe von Uberstinden oder Zytokinen kein wesentliches
Wachstum nachwiesen. Da diese Zellen kemnen IL-6R beinhalten, kénnen weder IL-6,
noch IT-6 Fec oder IL-6 GFP emne Zellproliferation induzieren. Lediglich be1 Zugabe von
HII-6 zeigt sich emn geringes Wachstum (siehe Abb. 4.1.5). Da HIL-6 ein Designer
Zytokin 1st, welches aus IL-6 und dem sIL-6R besteht, 1st die Anwesenheit des
membrangebundenen IL-6R  micht notwendigz HIL-6 bindet an den
signaltransduzierenden B-Rezeptor gp130. Diese Bindung fithrt zur Homodimerisierung
von zweil gpl30 Protemnen, darauflun kommmt es zur Signaltransduktion, die zur
Zellproliferation 1 beiden Zelllimen fiihrt (siehe Abb. 4.1.5). Im Gegensatz zur Ba/F3-
gpl30-Zellllme st m den Ba/F3-gpl30-IL-6R-Zellen beir jedem Zusatz
(Uberstand/Zytokin) em aussagekriftigpes Wachstum 1m Vergleich zu der
Negativkontrolle zu sehen (siehe Abb. 4.1.5). IL-6, IL-6 Fc und IL-6 GFP konnen iiber
den membrangebundenen IL-6R an die Zelle binden und durch den p-Rezeptor gp130
eme Proliferation der Zellen induzieren. Diese Ergebmisse zeigen einerseits, dass die
Fusion des IL-6 mut dem Fc-Tag und nut GFP die Bindung an den IL-6R und die
darauffolgende mduzierte Zellproliferation nicht hemmt Zudem erschwert die Fusion die
proliferationsférdernde Wirkung des IL-6 micht. Diese Proliferationsassays (siehe Abb.
4.1.5) dienten als Grundlage fiir weitere Expennmente, die die biologische Aktivitit des
mutierten IL-6 GFP untersuchen (siehe Abschnitt 4.6).
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Abb. 4.1.5 : Proliferationsassay mit Ba/F3-gpl30-11-6R-Zellen. Das Diagramm stellt auf der x-Achse
die zugegebenen Uberstinde/Zytokine dar und auf der y-Achse die gemessene Proliferation in der Einheit
relative light units (RLU), sowie die Standardabweichung dar. Fs zeigt die Proliferation in Ba/F3-gp130-
IL-6F-Zellen. In diesen Zellen war in der Kontrolle kein Wachstum zu detektieren. Dies ist in der Grafik
mit Hilfe von roten Balken dargestellt Der vorhandene membranstindige I1.-6R induzierte durch die
Zugabe der Zytokine HIL-6. IL-6 und der IL-6 Fc und IL-6 GFP Uberstinde eine Zellproliferation. Dies ist
m der Grafik in blauen Balken dargestellt Die am stirksten zu messende Zellproliferation war in den
Ba/F3-gp130-IL-6R-Zellen mit Zugabe des IL-6 GFP Uberstandes zu detektieren.

4.2 Mutagenese-PCR zur Einbringung von Cysteinen in die
Proteine IL-6-GFP, HIL-6 und IL-6R
Zum Embringen von Cysteinen wurden dre1 Plasmmde (pcDNA 3.1 [L-6-GFP, pcDNA 3.1
HIL-6, pcDNA 3.1 IL-6R) mut Hilfe von Mutagenese-PCR. verandert (siehe Abschmitt
3.2.1 Zielgerichtete Mutagenese-PCR). Fiir diese Mutagenese-PCR wurden spezifische
sense- und antisense-Primer verwendet. Diese wurden durch Modifikation verdndert,
sodass sie die gewiinschte Mutation, die zur Expression von Cystemen fithrten
beinhielten. Dafiir wurde die Nukleotidsequenz verandert. Fiir alle Pnmer wurden die
gleichen Ansatze und das gleiche PCR-Programm verwendet (siehe Tabelle 3.2.1.5 und
Tabelle 3.2.1.6).
Die Mutagenese-PCR. wurde in mehreren Schritten durchgefiihrt (siehe Abb. 4.2.1). Die
Mutagenese-PCR wurde mut gleichbleibenden Temperaturen durchgefiihrt (siehe Tabelle
3.2.142.1: Programm fiir Mutagenese-PCR).
Im ersten Prozess der Mutagenese-PCR wurde die DNA muttels sense-Primer

amplifiziert. Im zweiten Prozess der Mutagenese-PCR wurde die DNA muttels antisense-
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Primer amplifiziert. Nach diesen Mutagenese-PCR-Durchldufen wurden die Ansitze A
(aus dem ersten Prozess der Mutagenese-PCR) und B (aus dem zweiten Prozess der
Mutagenese-PCR) zu emem gemeinsamen Ansatz zusammengefiigt. Zu diesem Ansatz
wurde 1 pl Phusion Polymerase hinzugefiigt. Mit diesen Ansitzen wurde eme weitere
finale PCR durchgefiihrt, in dieser wurde die DNA nut Hilfe des sense- und des antisense-
Primers amplifiziert. Nach diesen PCR-Durchlaufen lagen die dre1 Plasmude IT.-6-GFP,
IL-6R und HIT-6 in mutierter Form vor, diese wurden dann IT-6 cys-GFP, IL-6R cys und
HIIL -6 cys genannt. Die Mutation enthielt die Anminosaure Cystein.

I h.q ’
—
h
|
3 5 3 ¥
"

3 5

Abb. 4.2.1: Ablauf der Mutagenese-PCR. Fine PCR verliuft in drei Durchgingen die jeweils aus
Denaturiernng, Primer-Annealing und Flongation bestehen Dies ist auch wihrend der Mutagense-PCR. der
Fall Jedoch kommt es in diesem Falle zur gezielten Veranderung von Gensequenzen durch Modifikation
der verwendeten Primer Wihrend der ersten PCR. wurde der modifizierte sense-Primer verwendet, um
einen der beiden durch Denaturierung aufgetrennten DN A-Doppelstringe zu amplifizieren Dieser enthielt
nach Ablauf der PCE. die gewiinschte Mutation Wihrend der zweiten PCR. wurde der modifizierte
antisense-Primer verwendet, sodass nach Ablauf der zweiten PCR auch der zweite aufgetrennte DNA-
Strang die gewiinschie Mutation enthielt. In der finalen PCR. wurden die zuvor erzeugten PCR-Produkte,
sowie die Phusion-Polymerase verwendet, um die anfgetrennten Stringe wieder miteinander zu verbinden.
Abschliefend enthielt die Ausgangs-DNA die gewiinschte Mutation in Form von Cysteinen.
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Abb. 4.2.2 A, T und 4.2.2 B, IT Disulfidbriickenbildung iiber Cysteine. In der Aminosiuresequenz des
IL-6 wurde die Sequenz EMAFE durch die Mutagenese-PCR in die Sequenz KCAFK modifiziert (Abb.
I). In der Aminosduresequenz des IL-6R. wurde die Sequenz PEGD durch die Mutagenese-PCR. in die
Sequenz PCGD modifiziert (Abb. IT). Die emgefiigten Cysteine (in den Abb. A und B durch “C* dargestellt)
bilden Disulfidbriicken aus (in den Abb. A und B durch gestrichelte Linien dargestellf). Im Designer
Zytokin HIT-6 sind IL-6 und der sIL-6R zusitzlich tiber einen flexiblen Peptid-Linker miteinander
verbunden (Abb A). Begriffserliuterungen: ICD=intrazelluldre Domine, TMD= Transmembrandomine,
Nummerierung 1-3=Doméinen 1-3

In den folgenden Experimenten sollte untersucht werden, ob die mutierten Plasmude in
Protemnform iiber Disulfidbriickenbildung der Cysteine einen Komplex bilden konnen,
der biologisch aktiv 1st (Abb. 4.2.2). Die PCR-Produkte wurden zur Entfernung der
weiteren Bestandteile der PCR Ansitze aufgeremigt. Die aufgereimgten PCR-Produkte
wurden jeweils zu emnem Ansatz fiir den Dpnl-Spaltung gegeben (siehe Abschmtt 3.2.1
Dpnl-Verdau; Tabelle 3.2.1.7).
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Uber das Restriktionsenzym Dpnl wurde in den mutierten PCR-Produkten der
methylierte Anteil der DNA gespalten, die unmethylierte mutierte DNA blieb erhalten
Dadurch war es mdéglich mm den weiteren Schritten nur mut den Plasnuden
weiterzuarberten, die durch die Mutagenese-PCR Cysteine enthielten. Diese Ansdtze
wurden fiir 2 Stunden be1 37°C inkubiert. Danach wurde das Restriktionsenzym fiir 20
Minuten beir 80°C maktiviert. Im nichsten Schntt wurden jeweils 10 pl der mutierten
Plasmide in chemusch kompetente XI.1 blue-E. coli Stimme transformuert. Durch Mim-
Priparation wurde die DNA der Bakterien 1soliert und zur Sequenzierung geschickt. Be1
Protemen, m denen sich die Sequenzierung bestitigt hatte, wurde durch emne Midi-
Priparation die DNA isoliert (siehe Abschmitt 3 2.1 Mim-Priparation, Midi-Priparation).
Die IL-6 Sequenz KMAEK wurde in die Sequenz KCAEK, die IL-6R Sequenz PEGD
wurde 1n die Sequenz PCGD modifiziert (Abb.4.2.2 T und II).
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4.3 Erstellung des sIL-6R aus HIL-6 cys

Mutiertes sIL-6R cys wurde durch das Restriktionsenzym BamHI aus der cRINA fiir HIT-
6 cys hergestellt. HIT.-6 besteht aus [.-6 und dem sIL-6R, die durch einen flexiblen
Peptid-Linker mitemander verbunden sind. AuBerdem enthilt das mutierte HIL-6 cys
durch die Mutagenese-PCR. zusitzlich die Aminosiure Cysten. Das i diesem
Expenment verwendete Restriktionsenzym BamHI sollte im Bereich des Peptid-Linkers
des mutierten HIL-6 schneiden, um so IL-6 und den sIL-6F. voneinander zu trennen, um
1m weiteren Verlauf mut dem mutierten sIL-6R zu arbeiten. Dafiir wurde das mutierte
HIT -6 nut BamHI verdaut (siehe Tabelle 3.2.1 8). Diese Spaltung wurde iber Nacht be1
37°C mkubiert. Die Spaltung wurde 1im Folgenden iiber ein 2%iges Agarosegel tiberpriift
und die DNA aus dem Agarosegel extrahiert (siehe Abschmit 3.2.1 Herstellung des sIL-
6R. aus dem mutiertem HIT-6 cys muttels BamHI-Spaltung und Agel-Spaltung; DNA-
Extraktion muittels Agarosegelelektrophorese). Die extrahierte DNA wurde in emen
Ligationsansatz gegeben (Tabelle 3.2.1.12). Der Ligationsansatz wurde iiber Nacht be1
4°C inkubiert. Daraufhun wurde der Ansatz in chemsch kompetente XI.1 blue-E. coli
Stamme transformuert. Mittels Midi-Praparation wurde die Plasnud-DNA isoliert und
anschliefend sequenziert. Dieser Ligationsansatz enthielt das Klenow-Fragment, das
iiberstindige DNA, die nach dem Schneiden durch BamHI entstanden ist, nmttels
Exonuklease Funktion entfernt und dadurch blunt-ends erzeugt, die iiber die T4-Ligase
verbunden wurden. Zudem besitzt das Klenow-Fragment eine Polymerase Funktion um
fehlende Basen auszufiillen. Da die 5" —+ 3" Polymerase und die 3" - 5" Exonuklease
Funktion des Klenow-Fragments an unterschiedlichen Stellen auffiillt bzw. entfernt,
entstehen Proteine mit unterschiedlichen Mengen an Aminosduren Uberhang (siehe Abb.
4.3.1), mm diesem Fall entstanden zwe1 Formen, eine Form des mutierten sIL-6R mut 42
Aminosdureniiberhang und eme Form des mutierten sIL-6R mmt 17
Aminosdureniiberhang, eine zusitzliche Form entstand teilweise durch eine Gradienten-
PCR (siehe Abschnitt 4.4).

Durch den BamHI-Verdau des mutierten HIL-6 entstanden damit Mutationen, die die
Aminosaure Cystem beimnhalten.
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Plasmid Plasmid

HIL-6
{IL—6+5IL-ER:| Schnittstelle
BamHlI

D: Zielplasmid (Vektor) C: Insert

0 sIL-6R <> sIL-6R (Insert)
—

Abb. 4.3.1 Restriktionsverdan mittels BamHI. Das in der Darstellung gezeigte Plasmid enthilt die
Plasmid-DNA fiir das nutierte HIL.-6 mit der enthaltenen Mutation fiir Cystein. HIT-6 besteht aus IT-6 und
dem sII-6R. die durch einen flexiblen Peptid-Linker miteinander verbunden sind (Abb. A). Das
Restriktionsenzym BamHI schneidet im nichsten Schritt im Bereich dieses Peptid-Linkers (Abb. B) und
1soliert die DNA fiir den sL-6R_ das Insert (Abb. C). In den darauffolgenden Schritten wird das Insert (sIL-
6R) in das Zielplasmid (Vektor) mittels T4-Ligase eingebracht (Abb. D).

mutierter sILl-6R mutierter sIL-6R  mutierter sIL-6R

aus PCR mit 17 Amino- mit 42 Amino-
sAuren aus sauren aus
BamHI-Verdau BamHI-Verdau

§ 8 ¢
A A

Abb. 4.3.1 Die mutierten sIL-6R Varianten. Es entstanden drei verschiedene Vananten des sIL-6F. die
msitrliche Cysteine enthielten Die erste Variante des mutierten sIT-6R stammt aus der Gradienten-PCE.
(siche Abschnitt 4.4) und enthielt keine diberschiissigen Aminosiuren Die zweite und dritte Variante
stammt aus dem BamHI-Verdan des mutierten HIT.-6. Durch den Finsatz des Klenow-Fragments entstanden
Varianten mit 42 und mit 17 Aminosiuren Uberhang. Begriffserliuterung: Nummerienung 1 3=Domsinen
1-3
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4.4 Erstellung des mutierten sIL-6R durch PCR

Zusatzlich zu den zweil mutierten sIL-6R Varianten (siehe Abb. 43.1), die durch die
BamHI-Spaltung des mutierten HIL-6 entstanden, entstand emne weitere Form des
mutierten sIL-6R durch Gradienten-PCR (siehe Abschmitt 3.2.1 Gradienten-PCR) und
anschliefender Ligation in das geschnittene mutierte HIT-6. In diesem Rahmen wurde
das mutierte HIL-6 mut den Restriktionsenzymen BamHI und HindITI geschmitten (siehe
Tabelle 3.2.1.10). Nach Agarosegelelektrophorese und anschliefender Extraktion der
gewiinschten = Bande  (siche  Abschmit 321  DNA-Extraktion mnuttels
Agarosegelelektrophorese) erhielt man das Zielplasnud. Das Insert (sIL-6R) wurde
muttels Gradienten-PCR. amplifiziert (siehe Tabelle 3.2.1.2 - 3.2.1 4). Nach Ligation von
Zielplasoud und Insert und anschlieBendem Ausplattieren, erfolgte muttels
Mimi-Priparation die Plasnud-DNA Isolation. Um zu iiberpriifen, ob der mutierte sIL-6R
die gewiinschte Mutation enthielt, erfolgte eme Testspaltung (siehe Tabelle 3.2.1.11).
Durch Sequenzierung bestitigte sich die gewiinschte Mutation.

Nach diesen Experimenten entstanden nut Hilfe von PCR jeweils eine mutierte Form des
IL-6R cys, des sIL-6R cys, des IL-6 cys-GFP und des HIL-6 cys. Zusitzlich entstanden
durch die BamHI-Spaltung des mutierten HIL-6 cys zwel weitere mutierte Formen des
sIL-6R, eine mit 17 Aminosduren Uberhang und eine mut 42 Aminosiuren Uberhang
(siehe Abb. 4.3.1).

4.5 Transfektion von COS-7- und HEK-293-Zellen
Im nachsten Schrittt wurden die cDNAs m Plasmiden in Zellen transfiziert. In HEK-293-
Zellen wurden je emmmal das mutierte HIT-6 cys Plasmmd und das HII-6 cys Wildtyp
Plasnud transfiziert. AuBerdem wurde das durch PCR mutierte sIL-6R cys Plasoud (siehe
Abschmitt 4 4 Erstellung des sIL-6R. durch PCR und Ligation des sIL6-R Inserts in das
mit BamHI und HindIII verdaute mutierte HIT-6) jeweils mut dem IL-6 GFP Wildtyp
Plassud und dem mwutierten IL-6 cys-GFP Plasoud (siehe Abschmift 4.2
Mutagenese-PCR) cotransfiziert. Auch die beiden durch die BamHI-Spaltung
entstandenen sIL-6R cys Plasmide mit 17 und 42 Aminosiuren Uberhang (siehe Abb.
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4.3.1) wurden jeweils mit dem mutierten IL-6 cys-GFP Plasnud und dem II-6 GFP
Wildtyp Plasomd cotransfiziert. Nach Zugabe der Transfektionsansétze wurden die HEK-
293-Zellen fiir 48 Stunden be1 37°C mnkubiert (siehe Abschmtt 3.2.2 Transfektion von
adhirenten Zellen).

Wihrend dieser Transfektion sollte folgendes Ziel ermreicht werden:
Die Durchfiihrung der Mutagenese-PCR fiihrte zur Modifikation der Plasnude, indem
Cysteine emngefiigt wurden. Cysteine sind Ammnosauren, welche Thiolgruppen enthalten,
die aus jeweils emnem Wasserstoffatom und einem Schwefelatom bestehen. Die
Schwefelatome zweier Cysteme konnen iiber Disulfidbriickenbildung eme Bindung
aufbauen und fithren so zur Komplexbildung der dazugehdngen Proteine. Da sowohl die
mutierten sIL-6R. cys Proteine, als auch die mutierten IT-6 cys-GFP Proteine, die in den
transfizierten Zellen exprimiert wurden, durch Modifikation Cystemne bemnhielten, sollte
es zur Bildung von Protemkomplexen m den Co-Transfektionen iiber
Dasulfidbriickenbildung.

Neben HEK-293-Zellen wurden auch COS-7-Zellen transfiziert. Es erfolgte eine
Transfektion der COS-7-Zellen mit dem mwutiertem IT-6R cys Plasoud und dem
mutiertem IL-6 cys-GFP Plassud In  Co-Transfektionen wurden je zwen
Zellkulturschalen der COS-7-Zellen mut dem mutierten IL-6 GFP Plasnud und dem
mutierten pcDNA IL-6R Plasmud transfiziert, mit dem Ziel der Komplexbildung durch
die eingebrachten Cysteme. Eme der Zellkulturschalen wurde mit PMA stimuliert. PMA
stimuliert die Protemmkinase C (PKC). PKC fiihrt unter anderem zu verstarkter
Zellproliferation. Sowohl COS-7-Zellen, als auch HEK-293-Zellen wurden fiir 48
Stunden be1 37°C mkubiert (siche Abschmitt 3.2 2 Transfektion von adhirenten Zellen).
Darauffolgend wurden Zellysate nuttels Mild Lysis Buffer (siehe Abschmitt 3.2.2
Herstellung von Zelllysaten) erstellt und die Uberstinde steril filtriert (siehe Abschmitt
322 Steriles Filtrieren von Zelliiberstinden). Die entstandenen Zelllysate und
Uberstande wurden verwendet, um mit Hilfe von Western Blotting die Expression der
Proteine in den fransfizierten Zellen zu iiberpriifen (siehe Abschnitt 3.2 3 Western Blot).
Die Zelllysate und Uberstinde der HEK-293-Zellen und der COS-7-Zellen wurden mit
emem o-IL-6R Antikérper (4-11 Antikorper) detektiert. Fiir die Proben der HEK-293-
Zellen wurde nicht reduzierender Lammbi-Puffer genutzt, fiir die Proben der COS-7-
Zellen wurden sowohl micht reduzierender Limmbh-Puffer als auch reduzierender
Lammli-Puffer genutzt, welcher beta-Mercaptoethanol enthilt. Beta-Mercaptoethanol
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bricht Disulifidbriicken und denaturiert Proteme. Da i den durchgefiihrten Versuchen
jedoch die Aufrechterhaltung der Disulfidbriicken erwiinscht war, wurde zudem nicht
reduzierender Lammli-Puffer verwendet.

Durch die Verwendung von Proliferationsansitzen, die sowohl mit, als auch ohne PMA
behandelt wurden, sowie durch die Verwendung von reduzierendem, als auch nicht
reduzierendem Limmli-Puffer wurde der Einfluss dieser Chenukalien auf die Expression
der Protemne (PMA Stimulation), wie auch die Detektion muttels Western Blotting
(reduzierender / nicht reduzierender Lammli-Puffer) untersucht.

Fiir die SDS-Page und das anschhieBende Western Blotting (siehe Abschmifte 3.2.3
SDS-PAGE; Western Blot) der transfizierten COS-7-Zellen wurden msgesamt 4 Proben
aufgetragen (siche Abb. 451 — 4.58), dazu gehédrten Zelllysate und Uberstinde der
folgenden Co-Transfektionen:

1. Mutiertes IL-6 cys-GFP + Mutierter IL-6R cys (behandelt mut reduzierendem Lammli-
Puffer), (siehe Abb. 4.5.1 und 4.5.2)

2. Mutiertes I1-6 cys-GFP + Mutierter [L-6R. cys (behandelt mit micht reduzierendem
Lammli-Puffer), (sieche Abb. 453 und 4.5 4)

3. Mutiertes [L-6 cys-GFP + Mutierter IL-6R. cys (behandelt mit reduzierendem Lammli-
Puffer, Zellproliferation stimuliert mit PMA), (siehe Abb. 4.5.5 und 4.5.6)

4. Mutiertes I1-6 cys-GFP + Mutierter IL-6R. cys (behandelt mit micht reduzierendem
Lammli-Puffer, Zellproliferation stimmuliert mit PMA), (siehe Abb. 4.5.7 und 4.5 8)

In den Zelllysaten der Proben 2-4 (siehe Abb. 453, 455 und 4.57) konnten
Doppelbanden be1 90 kDa und bei1 70 kDa detektiert werden. Die Doppelbanden sind auf
die unterschiedliche Glykosylierung des IL-6R. zuriickzufiihren. Die Banden zeigen, dass
trotz Disulfidbriickenbildung zwischen den mutierten Protemen die Bindung zwischen
dem IT-6R und dem zur Detektion genutztem a-IL-6R Antikérper mcht gehindert wurde.

i Abb. 451 Abb 452
70 kDa Zellysat: mutiertes IL-§ GFP + Uberstand (aus Abb.
55 kDa mmutierter 16K 4513

reduzierender Lammli-Puffer
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Abb.453 Abb.4.5.4
55 kDa GFP + mutierter [T 6R._ nicht 55 kDa 453)

reduzmierender Iammli-Puffer
AB. 433 Abb_ 456
70 kDa . Zelllysat: mmtiertes IL-6 GFP + et (s Al
55 kDa mutievier 11-6R., redurierender 455
A
Abb. 457
70 kDa . Zelllysat: mutiertes IL-6 GFP + £ Abb. 4538
55kDa mmtierter IL.-6F., nicht 55 kDa Uberstand (aus Abb.
reduzierender Limmbi-Puffer 45.7)

Abb. 451 und Abb. 4.5.2 Zelllysat und Uberstand: mutiertes IL-6 GFP + mutierter IL-6R
{Transfektion 1). Der Western Blot zeigt das Zelllysat der COS5-7-Zellen, die mit dem nutiertem IT.-6 GFP
und dem mutiertem IL-6R cotransfiziert wurden Es wurde eine Bande bei 90 kDa detektiert. Es konnten
in den Uberstinden. die zuvor steril filtriert wurden, keine Banden detektiert werden Die Proben wurden
mit reduzierendem Limmli-Puffer aufgetragen Als Antikirper wurde der o-IL-6F. Antikirper verwendet.
Abb. 453 und Abb. 454 Zelllysat und Uberstand: mutiertes IL-6 GFP + mutierter IL-6R
{(Transfektion 2). Der Western Blot zeigt das Zelllysat der COS-7-Zellen, die mit dem nutiertem IT.-6
GFP und dem mutiertem IL-6R cotransfiziert wurden Es wurden Doppelbanden bei 90 kDa und 70 kDa
deteldtiert, die auf die unterschiedliche Glykolysiemung des IL.-6F. muriickzufithren sind. Es konnten in den
Uberstinden. die zuvor steril filtriert wurden, keine Banden detektiert werden. Die Proben wurden mit nicht
reduzierendem Limmli-Puffer aufgetragen Als Antikirper wurde der o-I1-6F. Antikirper verwendet.
Abb. 455 und Abb. 4.5.6 Zelllysat und Uberstand: mutiertes IL-6 GFP + mutierter IL-6R
{Transfektion 3). Der Western Blot zeigt das Zelllysat der COS-7-Zellen, die mit dem mutiertem IL-6 GFP
und dem mmtiertem IL-6R. cotransfiziert wurden Es wurden Doppelbanden bei 90 kDa und 70 kDa
deteltiert, die auf die unterschiedliche Glykolysiemung des IL.-6F. muriickzufiihren sind. Es konnten in den
Uberstinden. die zuvor steril filtriert wurden, keine Banden detektiert werden. Die Proben wurden mit
reduzierendem Limmli-Puffer aufgetragen Die transfizierten COS-7-Zellen wurden mit PMA stinmliert.
Als Antikdrper wurde der o-IL-6F Antikdrper verwendet.

Abb. 4.5.7 und Abb. 4.5.8 Zelllysat und Uberstand: mutiertes IL-6 GFP + mutierter IL-6R
{Transfektion 4). Der Western Blot zeigt das Zelllysat der COS-7-Zellen, die mit dem mutiertem IT.-6 GFP
und dem mmtiertem IL-6R. cotransfiziert wurden Es wurden Doppelbanden bei 90 kDa und 70 kDa
detelctiert, die auf die unterschiedliche Glykolysierung des I1L.-6F. muriickzufiihren sind. Es konnten in den
Uberstinden. die zuvor steril filtriert wurden, keine Banden detektiert werden. Die Proben wurden mit nicht
reduzierendem Limmli-Puffer aufgetragen Die transfizierten COS-7-Zellen wurden mit PMA stinmliert.
Als Antikdrper wurde der o-IL-6F. Antikdrper verwendet.
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In Bezug auf die Verwendung des PMA (Transfektion 3 und 4, Abb. 4.5.5 - 4.5 8) zeigte
sich im Vergleich zu den Proben, die nicht nut PMA stimuliert wurden (Transfektion 1
und 2, Abb. 451 — 454), dass kemne stirkeren Banden detektiert wurden. Die
Verwendung von reduzierendem/micht reduzierendem beta-Mercaptoethanol zeigte keine
Unterschiede in der Darstellung der Banden.

Die Western Blots der HEK-293-Zellen zeigen 16 aufgetragene Proben (siehe Abb. 4.5.9
—4.5.24)_ Es wurden folgende Zelllysate und Uberstinde aufgetragen:

1. mutierter sIL-6R cys (42 AS Uberhang) + mutiertes IL-6 cys-GFP (siche Abb. 459
und 4.5.10)

2. mutierter sIL-6R cys (42 AS Uberhang) + IL-6 cys-GFP Wildtyp (siehe Abb. 4.5.11
und 4.5.12)

3. mutierter sSIL-6R cys (17 AS Uberhang) + mutiertes IL-6 cys-GFP (siche Abb. 4.5.13
und 4.5.14)

4. mutierter sIL-6R cys (17 AS Uberhang) + IL-6 cys-GFP Wildtyp (siche Abb. 4.5.15
und 4.5.16)

5. mutierter sIL-6R cys (PCR) + mutiertes IL-6 cys-GFP (siehe Abb.4.5.17 und 4.5.18)
6. mutierter sIL-6R cys (PCR) + IL-6 cys-GFP Wildtyp (siehe Abb. 4.5.19 und 4.5.20)
7. mutiertes HIT-6 cys (siehe Abb. 4.5.21 und 4.5.22)

8. HIL-6 cys Wildtyp (siehe Abb. 4523 und 4.5.24)

Die Proben 1-6 stellen jeweils die Co-Transfektionen mutierter sIL-6R. + IL-6 GFP dar.
Es wurde sowohl die mutierte Form des IL-6 GFP als auch die Wildtyp Form des IL-6
GFP verwendet. Der mutierte sIL-6R wurde in drei Formen aufgetragen. Die Proben 1
bis 4 zeigen den mutierten sIL-6R aus der BamHI-Spaltung des mutierten HIT-6 (siehe
Abschmitt 3.2 Herstellung des sIL-6R aus dem mutiertem HIT -6 muttels BamHI-Verdau
und Agel-Verdau und Abschmtt 4.3). Fiir die Proben 1 und 2 wurde der mmtierte sIL-6R
mit 42 Aminosiuren Uberhang verwendet, fiir die Proben 3 und 4 wurde der mutierte sIL-
6R mit 17 Aminosiuren Uberhang verwendet. Fiir die Proben 5 und 6 wurde der durch
PCR (und anschliefender Ligation in das nut BamHI verdaute mwutierte HIL-6)
gewonnene sIL-6R verwendet, der durch diese Verfahren ebenfalls durch das Einbringen
von Cysteinen modifiziert wurde (Abschnitt 3.2 Herstellug des sIL-6R durch Verdau des
mutierten HIT-6 mmt BamHI und HindITl, Gradienten-PCR_ Ligation und Abschnitt 4 4).
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Die Probe 7 enthielt den durch die Mutagenese-PCR (siehe Abschmitt 3.2 Mutagenese-
PCR) modifizierten HIT -6, Probe 8 enthielt den HIT.-6 Wildtyp.

In den Proben 1 — 6 (siehe Abb. 459 — Abb. 4.5.20) wurden sowohl 1m Zelllysat, als
auch im Uberstand Banden in der Héhe von 40 - 50 kDa detektiert. In den Proben 7 und
8 (siche Abb. 4521 — Abb. 4.5.24) wurden 1m Zelllysat und 1m Uberstand Banden in
Hohe von 110 kDa zu erkennen. Diese Banden bewiesen sowohl, dass das Einbringen der
Cysteine 1 das IL-6 GFP und den sIL-6R sowohl die Komplexbildung als auch die
Expression der nmtierten Proteine in den HEK-293-Zellen nicht beeintrichtigte.

Abb. 459 Abb. 4.5.10
Zelllysat: mutierter sIL- Uberstand (aus Abb. 4.5.9)
6Reys (42 AS Uberhang) + Bei 50kDa
mmtiertes IL-Geys-GFP bei
50kDA
Abb. 4.5.11 Abb. 4.5.12
Zelllysat: mutierter Uberstand (aus Abb_4.5.11)
sIL-6Reys (42 AS Bei 50kDa
Uberhang) + IL-6eys-
GFP Wildtyp bei 50 kDa
Abb. 4513 Abb 4514
Zelllysat: mutierter sIL.- Uberstand (zus Abb. 4.5.13)
6Recys (17 AS Uberhang) Bei 40 kDa
+ mutiertes [L-&-cys GFP
bei 40 kDa
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Abb. 4515

Zellbysat: mufierter sIL-6Rcvs
(17 AS Uberhang) + IL-6-cys
GFP Wildtyp bex 40kDa

Abb_45.17
Zelllysat: mutierter sIL-
6Reys (PCR) + mutiertes IL-
f-cys GFP bei 45-55 kDa

Abb 4519

Zellly=at: mutierter =I1.-
6Rcys (PCR) + IL-6-cys
GFP Wildtyp bei 45-35 kDa

Abb. 4521
Zelllysat: pmtiertes HIL.-
Beys bei 120 kDa

Abb. 4523

Zelllysat: HIL-feys Wildtyp bei

120 kDa

Antikorper werden in zugehdriger Legende auf der Folgeseite erwahnt

Abb. 4516
Uherstand (aus Abb.
4.5.15) bei 40kDa

Abb. 4.5.18
Uberstand (aus Abb.
4.5.17) bei 45-55
kDa

Abb. 4520
berstand
(aus Abb. 4.5.19) bei

45-55kDa

Abb. 4522
Uberstand (aus Abb.
4.5.21) bei 120 kDa

Abb.4524
Uberstand (aus Abb.
4.52%) bei 120 kDa



Abb. 459 und Abb. 4.5.10 Zelllysat und Uberstand: mutierter sIL-6Rcys (42 AS Uberhang) +
mutiertes IL-6-cys GFP (Transfektion 1). Dieser Western Blot stellt die Co-Transfektion des nmifierten
sIL-6R.cys aus dem BamHI-Verdau + das nmtierte IT.-6-cys GFP dar, welcher bei 50 kDa detektiert werden
konnte. Als Antikérper wurde der o-IL-6R Antikorper verwendet.

Abb. 4.5.11 und 4.5.12 Zelllysat und Uberstand: mutierter sIL-6Rcys (42 AS Uberhang) + IL-6-cys
GFP Wildtyp (Transfektion 2). Dieser Western Blot stellt die Co-Transfekfion des mutierten sIT.-6Rcys
aus dem BamHI-Verdau + IL-6-cys GFP Wiltyp dar. Auch hier konnte bei etwa 50 kDa eine Bande detektiert
werden, die nicht iber Disulfidbriickenbildung stattfand, da das transfirierte Plasmid I1-6-cys GFP keine
Cysteine enthielt. Da die Bande sich auf der gleichen Hohe wie die Bande aus den Transfektionen 4.5 9
und 4.5.10 befand, diente diese Detekfion zur Bestitipung, dass die Komplexbildung zwischen den
mutierten Proteinen regelrecht statifand.  Als Antikdrper wurde der o-I1-6R Antikdrper verwendet.

Abb. 4.5.13 und 4.5.14 Zelllysat und Uberstand: mutierter sIL-6Rcys (17 AS Uberhang) + mutiertes
IT-6-cys GFP (Transfektion 3). Dieser Western Blot stellt die Co-Transfektion des mutierten sIL-6R-cys
aus dem BamHI-Verdau + das mutierte I1-6-cys GFP dar  Bei etwa 40 kDa konnte eine Bande detektiert
werden, die den gebildeten Komplex durch Disulfidbriickenildung darstellt. Als Antikrper wurde der o-
I1.-6R. Antikdrper verwendet.

Abb. 4.5.15 und 4.5.16 Zelllysat und Uberstand: mutierter sIL-6Rcys (17 AS Uberhang) + IL-6-cys
GFP Wildtyp (Transfektion 4). Dieser Western Blot stellt die Co-Transfekfion des mutierten sIT-6Rcys
aus dem BamHI-Verdau + IL.-6-cys GFP Wildtyp dar. Bei etwa 40 kDa konnte eine Bande detektiert werden.
Die Bandendetektion bestitigt die regelrechte Eomplexbildung aus den Abb. 4.5.13 und 4.5.14. Als
Antikérper wurde der a-IL-6R. Antikdrper verwendet.

Abb. 4.5.17 und 4.5.18 Zelllysat und Uberstand: mutierter sIL-6Rcys (PCR) + mutiertes IL-6-cys
GFP (Transfektion 5). Dieser Western Blot stellt die Co-Transfektion des nmtierten sIT-6FRcys aus der
Gradienten-PCR. + das mutierte IL-6-cys GFP dar. Es konnte eine Bande bei etwa 45-55 kDa detektiert
werden, die den gebildeten Komplex darstellt, der sich durch die Disulfidbriickenbildung der eingebrachten
Cysteine bildete. Als Antikdrper wurde der o-IL-6R. Antikérper verwendet.

Abb. 4.5.19 und Abb.4.5.20 Zelllysat und Uberstand: mutierter sIL-6Rcys (PCR) + IL-6-cys GFP
Wildtyp (Transfektion 6). Dieser Western Blot stellt die Co-Transfektion des mutierten sIT-6R.cys aus der
Gradienten-PCR. + IL-6-cys GFP Wildtyp dar. Es konnte eine Bande bei etwa 45-55 kDa detektiert werden,
die die regelrechte Komplexbildung aus den Abb. 4.5.17 und 4.5.18 bestitigt. Als Antikdrper wurde der a-
I1.-6R. Antikdrper verwendet.

Abb. 4.5.21 und Abb. 4.5.22 Zelllysat und Uberstand: mutiertes HIL-6¢cys (Transfektion 7). Dieser
Western Blot stellt das detektierte mutierte HIT.-6¢ys dar. Es konnte bei etwa 120 kDa eine Bande detektiert
werden. Als Antikdrper wurde der o-IL-6F. Antikirper verwendet.

Abb. 4.5.23 und Abb. 4.5.24 Zelllysat und Uberstand. HIL-6cys Wildtyp (Transfektion 8). Dieser
Western Blot stellt die Detektion des HIL-Geys Wildtyps bei etwa 120 kDa dar. Die gleiche Bandenhdhe
wie in den Abb. 4521 und 4.522 zeigt, dass die Mutagenese des HIL.-6cys sowohl die Fxpression, als
auch die Detektion des HIL-6cys nicht beeintrichtigt hat Als Antikérper wurde der o-IL-6R Antikdrper
verwendet.
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4.6 Biologische Aktivitat der mutierten Zytokine

Im nichsten Schritt wurde die biologische Aktivitat der mutierten Zytokine untersucht.
Im Rahmen dieser Untersuchung wurden HEK-293-Zellen transfiziert (siehe Abschmitt
3.2 2 Transfektion von adhérenten Zellen). Insgesamt wurden zehn Transfektionsansitze
verwendet: der HIL-6 Wildtyp, das mutierte HIT-6 cys, der mutierte sIL-6R cys (aus der
Gradienten-PCR, siehe Abschmtt 4.4 Erstellung des mutierten sIL-6R. durch PCR. und
Ligation des sIL-6R. Inserts in das mit BamHI und HindITT verdaute mutierte HIT-6) als
Co-Transfektion nut mutiertem IT-6 cys-GFP und nut dem IL-6 cys-GFP Waldtyp.
Ausserdem wurden die beiden durch den BamHI-Spaltung entstandenen mutierten sIT-
6R cys Formen (nut 17 Aminosauren und mit 42 Aminosauren Uberhang, siehe Abschnitt
43 Erstelling des sIL-6R aus mutiertem HIL-6 durch BamHI-Spaltung) als
Co-Transfektion mit dem mutiertem IT-6 cys-GFP und mut dem IT-6 cys-GFP Wildtyp in
Transfektionsansitzen verwendet. Zur Positivkontrolle wurde emn Ansatz nut
rekombmantem HIT-6 verwendet, zur Negativkontrolle wurden untransfizierte HEK-
293-Zellen verwendet.

Die transfizierten Zellen wurden fiir 48 Stunden bei 37°C mkubiert (siehe Abschmtt 3.2.2
Proliferationsassay). Wihrend dieser Zeit sollten die i den HEK-293-Zellen
exprimierten durch Cysteine modifizierten Protemne iiber Disulfidbriickenbildung
Komplexe bilden. Nach dieser Inkubationszeit wurden die Uberstinde der Zellen steril
filtriert (siehe Abschmtt 3.2 2 Steriles Filtrieren von Zelliiberstinden). Es wurden je 10
ul der Uberstinde m je 100 pl Ba/F3-gp130-Zellen gegeben (sieche Abb. 3.2.2.2)
Anschhefilend wurden die Zellen fir 48 Stunden ber 37°C inkubiert. In dieser
Inkubationszeit wurden die in den Uberstinden enthaltenen Proteinen, die entweder als
Komplex oder emnzeln vorlagen, durch die Ba/F3-gp130-Zellen aufgenommen. Nach der
Inkubationszeit wurde die Proliferation der Zellen nach Zugabe von Cell Titer Blue
(CTB) muttels Tecan Infimte M200 PRO Reader gemessen Insgesamt wurden vier
Messungen durchgefiihrt. Die erste Messung wurde sofort nach Zugabe des CTB
durchgefiihrt, die folgenden dre1 Messungen wurden nut jeweils 20 Mimnuten Abstand
durchgefiihrt. In den 20 Minuten wurden die Ba/F3-gp130-Zellen be1 37°C inkubiert. Die
Proliferation der verschiedenen Ba/F3-gp130-Zellen wurde in Relative Light Units (RLU)
gemessen. In der Negativkontrolle (Ba/F3-gpl30-Zellen ohne Zusatz) konnte keine
Proliferation detektiert werden (1464,33 RLU, siche Abb. 4 6.1 und Tabelle 4.6.1). Die
stirkste Proliferation (5726,67 RLU) konnte in der Positivkontrolle (rekombinantes
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HIL-6, siehe Abb. 4.6.1 und Tabelle 4 6.1) detektiert werden. Auch in dem mutierten
HIT -6 konnte eine Proliferation detektiert werden, die deutlich iiber der Negativkontrolle
lag (5065 RLU, siehe Abb. 4.6.1 und Tabelle 4.6.1). In den Co-Transfektionen, die mut
dem mutiertem sIT-6R cys durchgefiihrt wurden, konnte die stirkste Proliferation in den
Co-Transfektionen detektiert werden, die nut dem mutiertem sIL-6R durchgefiihrt
wurden, der aus der PCR. stammte (siche Abb. 4.6.1 und Tabelle 46.1). Auch in den
Co-Transfektionen der weiteren mutierten sIL-6R. cys Formen konnte eine Proliferation
detektiert werden, die iber der Negativkontrolle lag. Nur das Wachstum der
Co-Transfektion mutierter sIL-6R. cys (42 Aminoséiuren Uberhang) + IL-6-GFP Wildtyp
lag knapp unter der Negativkontrolle (etwa 121167 RLU, siehe Tabelle 4.6.1).

Die Ergebmisse dieser Proliferationsassays sollten darlegen, ob die eingebrachten
Cysteine und die darauffolgende Komplexbildung iiber Disulfidbriickenbildung Eimnfluss
auf die biologische Aktivitit der mutierten Protemne haben Da, bis auf die
Co-Transfektion mutierter sIL-6R cys (42 Basenpaare Uberhang) + IL-6-GFP Wildtyp
(siehe Abb. 4.6.1 und Tabelle 4.6.1), eine Proliferation oberhalb der Negativkontrolle zu
detektieren war, 1st anzunehmen, dass sowohl die Modifikation durch Cysteine, als auch
die Komplexbildung die biologische Aktivitat micht beemntrichtigten. Auberdem zeigten
sich Unterschuede zwischen den verschiedenen Formen des mutierten sIL-6R. Zwar
konnten alle dre1 Formen des mutierten sIL-6R. im zuvor durchgefithrten Western Blot
detektiert werden (siehe Abschnitt 4 5 Transfektion von COS-7- und HEK-293-Zellen mit
mutierten und Wildtyp-Plasmuden zur Uberprifung der Expression). Im
Proliferationsassay zeigten die Co-Transfektionen, die nut dem mutierten sIL-6R aus der
PCR durchgefiihrt wurden, das grofite Wachstum im Vergleich zur Negativkontrolle. Dies
15t mdglicherweise darauf zuriickzufithren, dass die mutierten sIL-6R. cys Formen aus der
BamHI-Spaltung unterschiedliche Mengen an Aminosduren Uberhang besitzen, welche
die Aktivierung 1n die Ba/F3-gp130-Zellen beeintrichtigen kénnten Im Rahmen dieser
Expennmente konnte somit emerseits muttels Western Blot Detektion nachgewiesen
werden, dass die mutfierten Formen des sIL-6R und des IL-6 GFP durch Co-Transfektion
Komplexe bilden kénnen (siehe Abschnitt 4.5 Transfektion von COS-7- und HEK-293-
Zellen nut mutierten und Wildtyp-Plasmiden zur Uberpriifung der Expression). Weiterhin
wurde mn Proliferationsassays nachgewiesen, dass die biologische Aktivitit dieser
Komplexe trotz Embringen von Cystemen und den entstehenden Disulfidbriicken nicht
beeintrachtigt wird (siehe Abb. 4.6.1).
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Proliferationssassay in Ba/F3-gp130-Zellen
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Abb. 4.6.1 Proliferationsassay in Ba/F3-gpl30-Zellen zur Konirolle der biologischen Aktivitiit der
mutierten Zytokine. Es wurden 3 Uberstinde/Zytokine fiir diesen Proliferationsassay verwendet. Die
Proliferation (in blauen Balken markiert) wurde in RLTU (v-Achse) gemessen, zudem gibt das Diagramm
die Standardabweichung wieder (in roten Balken markiert). Die niedrigste Proliferation konnte in der
Negativkontrolle detektiert werden Die stirkste Proliferation konnte in den Ansitzen: nutiertes HIT -6cys,
HIL-6cys Wildtyp und rekombinantes HIT-6cys detektiert werden (siehe Tabelle 4.6.1).

[ Uberstinde/Zytokine | RLU in Ba/F3-gp130-Zellen

(Standardabweichung)
Kontrolle 1464.,333333 (123 _83995059)
mutiertes HIL.-6cys 5065 (207,9639392)
HIL-6cys Wildtyp 4580,333333 (143.7741284)

rekombinantes HIL-6¢cys | 5726.666667 (78,61509609)

Tabelle 4.6.1 RLU in Proliferationsassays mit Ba/F3-gpl30-Zellen. Die Tabelle zeigt die detektierte
Proliferation der Kontrolle und der Uberstinde/Zytokine in RLU an Die angegebenen Werte sind
Mittelwerte, rudem sind die Standardabweichungen angegeben.
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Proliferationsassay in Ba/F3-gp130-
Zellen
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Abb. 4.6.2 Proliferationsassay in Ba/F3-gpl3(-Zellen zur Kontrolle der biologischen Aktivitit der
Co-Transefektionen. Fs wurden 6 Co-Transfektionen fiir diesen Proliferationsassay verwendet. Die
Proliferation (in blaven Balken markiert) wurde in RTLU (y-Achse) gemessen. Die Standardabweichung
wird durch die roten Balken markiert. Die niedrigste Proliferation konnte in der Co-Transfektion 2 (siehe
Legende) detektiert werden Die stirkste Proliferation konnte in der Co-Transfektion 6 (siehe Legende)
detektiert werden.

Legende 1: mutierter sIL-6R cys (42 AS Uberhang) + mutiertes IL-6 cys-GFP

Legende 2: mutierter sIL-6R cys (42 AS Uberhang) + IL-6 cys-GFP Wildtyp

Legende 3: mutierter sIL-6R cys (42 AS Uberhang) + mutiertes IL-6 cys-GFP

Legende 4: mutierter sIL-6R cys (17 AS Uberhang) + IL-6 cys-GFP Wildtyp

Legende 5: mutierter sIL-6R cys (PCR) + mutiertes IL-6 cys-GFP

Legende 6: mutierter sIL-6R. cys (PCR) + mutiertes IL-6 cys-GFP Wildtyp

Co-Transfektionen RLU in Ba/F3-gpl30-Zellen
(Standardabweichung)

mutierter sIL-6R cys (42 AS Uberhang) + 1791 (50,1353723)

mutiertes IT.-6 cys-GFP

mutierter sIL-6R cys (42 AS Uberhang) + 1211 66667 (88,9981273)

IL-6 cys-GFP Wildtyp
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nmitierter sIL-6R. cys (42 AS Uberhang) + 1865.33333 (64.5342286)
mutiertes IL-6 cys-GFP

mutierter sIL-6R cys (17 AS Uberhang) + 1899 (63,182276)

IL-6 cys-GFP Wildtyp

nmtierter sIL-6F. cys (PCR) + mutiertes IT-6 | 2371,33333 (38.4216374)
cys-GFP

nmtierter sIL-6R. cys (PCR) + mutiertes IT-6 | 2551,33333 (107_854841)
cys-GFP Wildtyp

Tabelle 4.6.1 RLU in Proliferationsassays mit Ba/F3-gpl30-Zellen. Die Tabelle zeigt die detektierte
Proliferation der Co-Transfekfionen in RLU an Die angegebenen Werte sind Mittelwerte, zudem sind die
Standardabweichungen angegeben.

4.7 Funktionsweise des IL-6/sIL-6R Komplex ELISAs

Im Rahmen des zweiten Projektes sollte der IL-6/sIL-6R Komplex ELISA auf seine
Spezifitit den IL-6/sIL-6R Komplex zu detektieren untersucht werden. Bisher genutzte
ELISA konnen entweder IL-6 oder den sIL-6R detektieren.

Detection Antikorper
Baf227 Abb. 4.7.1 IL-6/sIL-6R Komplex ELISA.

sIL-6R
IL-6

Capture Antikorper
a-hlL-6
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Abb. 4.7.1 IL-6/sIL-6R. Komplex ELISA. Der verwendete IL-6/sIL-6R Komplex ELISA nutzt als
Capture Antikdrper einen a-I1.-6 Antikdrper, an welchen das I1.-6, aus dem IT.-6/sI1.-6R. Komplex binden
kann Als Detection Antikirper wird der anfi-IL-6R. Antikérper Baf227 verwendet, an welchen der sIT-6R
binden kann Somit kann nur der Komplex aus I1.-6 und sIL-6R. detektiert werden, jedoch weder IL-6

noch der sIL-6R einzeln Begniffserliutenmg: Nummerienmg 1-3=Doménen 1-3

Der in dieser Arbeit genutzte ELISA kann durch Emsetzen zweter verschiedener Capture
und Detection Antikérper den IL-6/sIL-6R. Komplex detektieren (siehe Abb. 4.7.1, siehe
Abschmtt 3.2 3 Enzyme-Linked-Immunsorbent-Assay (ELISA): IL-6/sIL-6R Komplex
ELISA). Um diese Funktionsweise zu spezifizieren, wurde der ELISA in verschiedenen
Untersuchungsreithen genutzt (siehe Abschmitt 48 — 4.10).

4.8 Durchfihrung des IL-6/sIL-6R Komplex ELISAs mit IL-6,

dem sIL-6R und HIL-6
Im Rahmen der ersten Untersuchungsreihe wurde gepriift, ob der IL-6/sIL-6R Komplex
ELISA jeweils I1-6, den sIL-6R. und HIT-6 detektieren kann Fiir diesen Versuch wurde
der o-IL-6 Antikérper (Capture Antikérper) in die 96 Well Mikrotiterplatte pipettiert.
Ungebundene Anteile des Capture Antikérpers wurden in mehreren Waschschritten
entfernt und freie Bindungsstellen durch emen Blocking Puffer gesattigt. Im Anschluss
wurde die Mikrotiterplatte erneut mehrmals gewaschen. Auf die Mikrotiterplatte wurden
die Zytokine IT.-6, der sIL-6R. und HIL-6 jeweils in verschiedenen Konzentrationsrethen
aufgetragen. Als Detection Antikérper wurde der Baf227 Antikorper, emn IL-6R
Antikorper, aufgetragen Die Mikrotiterplatte wurde tiber Nacht ber Raumtemperatur
inkubiert.
Als erstes Substrat wurde das Zytokin IL-6 auf den ELISA gegeben. IL-6 bindet an den
Capture Antikorper, da dieser gegen IL-6 genichtet 1st. Darauflun entsteht ein Komplex
aus dem o-IL-6 Antikdrper und dem daran gebundenen IT-6. Dieser Komplex beinhaltet
noch freie Bindungsstellen am II-6. Als Detection AntikGrper wird der Baf227
Antikorper verwendet, der gegen den IL-6R gerichtet 1st und sonut die noch freien
Bindungsstellen des IT-6 micht besetzen kann Da der Baf227 Antikérper nicht bindet,
wird er mn den folgenden Waschschritten entfernt Infolgedessen bindet auch das

63



biotinylierte Streptavidin-POD mnicht, welches wiederum das im nichsten Schntt
hinzugegebene POD-Substrat binden kann Diese Bmdung wiirde zum Farbumschlag
fithren, welcher in der Einheit Relative Light Units (RLU) gemessen wird (siehe Abschmitt
3.2 3 Enzyme-Linked-Immunsorbent-Assay (ELISA): IL-6/sIL-6R Komplex ELISA).
Daher konnten keine aussagekriftigpen RI.Us muttels Tecan Infinite M200 PRO Reader
detektiert werden (siehe Abb. 481 und Tabelle 48.1). Im zweiten durchgefiihrten
IT-6/sIL-6R Komplex ELISA wurde analysiert, ob das Zytokin sIL-6R detektiert werden
konnte. Die freien Bindungsstellen des sIL-6R. konnten micht an den Capture Antikodrper
(o-IL-6) anlagen und wurden daher m den emzelnen Waschschnitten von der
Mikrotiterplatte entfernt. In den weiteren Schritten wurden auch die darauffolgenden auf
die Mikrotiterplatte gegebenen Substrate (der Detection Antikorper, das biotinylierte
Streptavidin-POD, das POD-Substrat) mn den Waschschnitten entfernt, sodass keme
aussgekriftigen RLUs muttels Tecan Infimte M200 PRO Reader detektiert werden
konnten (siehe Abb. 4 8 2 und Tabelle 4. 8.1).
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Abb. 4.8.3 IL-6/sIL-6R Komplex ELISA
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Abb. 4.8.2 IL-6/sIL-6R. Komplex ELISA
mit sIL-6R

Abb. 4.8.1 IL-6/sI1.-6K. Komplex ELISA mit IT.-6. Auf der x-Achse kann die Konzentration in pg/ml in
der I1.-6 auf die Mikrotiterplatte pipettiert wurde, auf der y-Achse, kénnen die Messwerte in RLU abgelesen
werden. Es konnten keine Messwerte iiber 0,2 RLU detektiert werden Die Verbindungslimie zeigt keinen

Anstieg.

Abb. 4.8.2 IL-6/sIL-6R. Komplex ELISA mit sIL-6R. Auf der x-Achse kann die Konzentration in pg/ml,
m der sIL-6R auf die Mikrotiterplatte pipettiert wurde, auf der y-Achse, konnen die Messwerte in RLU
abgelesen werden Es konnten keine Messwerte iiber 0,25 RLU detektiert werden Die Verbindungslinie

zeigt keinen Anstieg.

Abb. 4.8.3 IL-6/sIL-6F. Komplex ELISA mit HIT-6. Auf der x-Achse kann die Konzentration in pg/ml,
m der HIT.-6 auf die Mikrotiterplatte pipettiert wurde, auf der y-Achse, konnen die Messwerte in RLU
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abgelesen werden Fs konnten Messwerte zwischen 0,08 — 0,56 RLU detektiert werden, daher zeigt die

Verbindungslinie einen Anstieg.

Tabelle 4.8.1 Rohwerte der Messwerte des IL-6/sIL.-6R. Komplex ELTSAs in RIU fiir IT.-6, sIL-6R

und HIT-6

Rohwerte des IL-6 ELISA Rohwerte des sIL-6R ELISA Rohwerte des HIL-6
0,0677 0,0724 0,069 0,071 0,52939999 | 0,59930003
0,0666 0,074 0,0769 0,0735 0,34549999 | 0,36269999
0,0679 0,0944 0,082 0,0703 0,29480001 | 0,29960001
0,0711 0,33090001 | 0,1611 0,0749 0,36680001 | 0,43740001
0,1252 0,1592 0,2458 0,25369999 | 0,33430001 | 0,3168
0,17739999 | 0,0924 0,21179999 | 0,1666 0,193 0,1532
0,0918 0,076 0,0793 0,0964 0,0944 0,0815
0,0777 0,0902 0,0855 0,0739 0,0813 0,0833

Tabelle 4.8.2 Messwerte des IL-6/sI1-6F Komplex F1.ISAs in RLU fiir I1 -6, sIL.-6R und HIT.-6

Konzentration von RLU des IL-6 | RLU des sIL-6R | RLU des HIL-6
IL-6/sIL-6F/HIL-6 in | (Mittelwerte) | (Mittelwerte) (Mittelwerte)
pg/ml

2000 0,07005 0,07 0,56435001
1000 0,0703 0,0752 0,35409999
500 0,8115 0,07615 0,29720001
250 0,20100001 | 0,118 0,40210001
125 0,1422 0,24975 0,32555

625 0,1349 0,1892 0,1731

31.25 0,0839 0,08785 0,08795
15.625 0,08395 0,0797 0,0823

Als dntte Probe wurde HII-6 mut Hilfe des I1-6/sIL-6R. Komplex ELISAs detektiert.
HIIL -6 1st emn Designer Zytokin, das aus IL-6 und dem sIT-6R besteht. Der IL-6 Anteil
des HIL-6 bindet an den o-IT.-6 Capture Antikodrper. Der sIL-6R Anteil des HITL-6 besitzt
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frete Bindungsstellen. An diese freien Bindungsstellen bindet der Baf227 Detection
Antikdrper. Dadurch formte sich ein Komplex aus dem a-IL-6 Antikrper, HIL-6 und
dem Baf227 Antikérper. Dieser Komplex konnte im Folgenden das biotinylierte
Streptavidin-POD binden, welches wiederum das hinzugefiigte POD-Substrat bindet,
wodurch es zum Farbumschlag kommt Dadurch konnten sigmifikante Mengen des
IT-6/sIL-6R Komplex mit Hilfe des Tecan Infimite M200 PRO Reader detektiert werden
(siche Abb. 4 8 3 und Tabelle 4 8.1).

Durch diese Ergebmisse wurde die Spezifitit des IL-6/sIL-6R Komplex ELISAs in vifro
bestitigt. Die Messwerte (Rohwerte siehe Tabelle 4 8.1, Mittelwerte siehe Tabelle 482,
siehe Abb. 48.1 - 4 8 3) belegen, dass weder IL-6 noch der sIL-6R. emnzeln vorliegend
detektiert werden konnen Wird ausschlieBlich das Zytokin IT.-6 auf den IT-6/sIL-6R
Komplex ELISA gegeben, bindet dieses zwar an den o-IL-6 Antikérper, im Folgenden
kann jedoch der Baf227 Antikorper nicht an das IL-6 binden. Wird der sIL-6R auf den
IL-6/sIL-6R. Komplex ELISA gegeben, kann dieser micht an den o-IL-6 Antikorper
binden und wird im néchsten Waschschritt von der Mikrofiterplatte entfernt
Ausschliefilich der Komplex aus IL-6 und dem sIL-6R (das Designer Zytokin HIT.-6),
kann durch den IT-6/sIL-6R. Komplex ELISA detektiert werden.

4.9 IL-6/sIL-6R Komplex ELISA mit IL-6/Konzentrationen von
sIL-6R

In der zweiten Untersuchungsreithe wurde, nachdem mn der ersten Untersuchungsreihe
(siehe Abschmtt 4 8 Durchfithrung des IL-6/sIL-6R Komplex ELISAs mut IL-6, dem
sIL-6R. und HIL-6) die Spezifitit des IL-6/sIL-6R Komplex ELISAs bestitigt wurde,
wurde der ELISA emgehender getestet. Im Zuge dieser Untersuchungsreithe wurde als
Standard HIL-6 (siehe Abb. 4 9.1 und Tabelle 4.9 1) verwendet. Als Proben wurden zwei
Konzentrationsrethen des Zytokins IT-6 mit Zugabe von je 10 ng/ml sIT.-6R und 50 ng/ml
sIL-6R. verwendet (siehe Tabelle 4.9.2). Wie in der ersten Untersuchungsreihe (siehe
oben) wurde die 96 Well Mikrotiterplatte nut dem Capture Antikérper (o-IL-6) gecoatet
(siehe Abschmitt 323 Enzyme-Linked-Imnmnsorbent-Assay (ELISA): IL-6/sIL-6R
Komplex ELISA). Die Mikrotiterplatte wurde iiber Nacht be1 Raumtemperatur inkubiert.
Anschliefend folgten mehrere Waschschritte und die Sattigung freter Bindungsstellen des
Capture Antikérpers durch Blocking Puffer. Es folgte das Aufiragen der Proben (HIL-6

und IL.-6 + s[L-6R). An den Capture Antikorper lagerten sich die freien Bindungsstellen
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des HIL-6 (Standard) und des IL-6 an. Nachdem ungebundene Anteile des HIL.-6 und des
II-6 durch mehrmaliges Waschen entfernt wurden, wurde der Detection Antikérper
(Baf227) aufgetragen. Der Baf227 Antikorper lagerte sich sowohl an das HITL-6 als auch
an den sIL-6R an Ungebundene Anteile des Antikérpers wurden durch mehrere
Waschschnitte entfernt. Nach Zugabe des biotinylierten Streptavidin-POD und des
POD-Substrates, wurde die erfolgte die Messung mit Hilfe des Tecan Infinite M200 PRO
Reader m RLU gemessen (Rohwerte siehe Tabelle 4.9 1, Mittelwerte siehe Tabelle 492,
siehe Abb. 49.1 — 4.9.3). Wie in der ersten Untersuchungsrethe zeigte sich, dass HIL-6
erneut detektiert werden konnte. AuBerdem konnten sowohl die Komplexe aus IL-6 + 10
ng/ml sIT.-6R und IL-6 + 50 ng/ml sIL-6R detektiert werden.
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Abb. 4.9.1 I-6/sIL-6R Komplex ELISA mit Abb. 4.9.2 IL-6/sI1-6K. Komplex ELISA

HIL-6 mit IT-6 + 10 ng/ml sIT-6K
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Abb 4.9.3 T1L-6/sI1L-6R Komplex ELISA

mit IL-6 + 50 ng/ml sIL-6R

Abb. 4.9.1 IL-6/sIL-6R. Komplex ELISA mit HIT-6. Auf der x-Achse kémnen die Messwerte in RLU,
auf der y-Achse kann die pipettierte Konzentration des HIL-6 in pg/ml abgelesen werden. Es konnten
Messwerte zwischen 0,15 — 1,68 RLU detektiert werden.

Abb. 4.9.2 IL-6/sIL-6K Komplex ELISA mit IL-6 + 10 ng/ml sIL-6F. Auf der x-Achse kann die
pipettierte I1.-6 Konzentration in pg/ml, auf der y-Achse kinnen die Messwerte in RLU gemessen werden.
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In die IL-6 Konzentrationsreihe wurden jeweils 10 ng/ml sIT-6F. hineinpipettiert. Der niedrigste Wert
(63,15 RLU) konnte bei 1 ng/ml IT.-6 + 10 ng/ml sIT.-6R detektiert werden Der hochste Wert (335,79 BELU)
konnte bei 50 ng/ml IT.-6 + 10 ng/ml sIL-6R. detektiert werden.

Abb. 4.9.3 IL-6/sIL-6K. Komplex ELISA mit IL-6 + 50 ng/ml sIL-6R. Auf der x-Achse kann die
pipettierte I1.-6 Konzentration in pg/ml, auf der y-Achse kinnen die Messwerte in RLU gemessen werden.
In die IL-6 Konzentrationsreihe wurden jeweils 50 ng/ml sIT-6F. hineinpipettiert. Der niedrigste Wert
(384,98 RLU) konnte bei 1 ng/ml IT.-6 + 50 ng/ml sIT.-6F. detektiert werden. Der hochste Wert (1015.67
RLU) konnte bei 50 ng/ml IT-6 + 50 ng/ml sIT ~6F. detektiert werden

Tabelle 4.9.1 Rohwerte der Messwerte des IL.-6/sI1-6FR Komplex ELISAs in RLU fiir HIT -6,
IL-6 + 10 ng/ml sTL-6RK und IL-6 + 50 ng/ml sIL-6K

Rohwerte des HIL-6 Rohwerte IL-6 + Rohwerte IL-6 +

10 ng/ml sIL-6R 50 ng/ml sIT-6R
1.63409996 | 1,71640003 | 03779 0.3976 0.85930002 | 095349997
1.15170002 | 1,23290002 | 0.48930001 | 0.4501 1.07149994 | 0,99010003
0.70889097 | 072320002 | 03845 0.40380001 | 084320003 | 0.75190002
0.45210001 | 045390001 | 036930001 | 0.3671 0.8567 0,75459999
0.27200001 | 029409999 | 034209999 | 0.3346 0,69190001 | 0.66610003
0.1788 0,1954 023270001 | 027000001 | 054449099 | 0,58240008
0.175 0,17649999 | 02811 02723 0,62800002 | 057950002
0.13959999 | 0,15350001 | 0.2467 02427 0,51230001 | 0.50830001

Tabelle 4.9.2 Messwerte des IL-6/sI1.-6F Komplex
ELISAs fiir HIT-6

Konzentration von HIT-6 in pg/ml | RLU (Mittelwerte)
2000 1.675249994

1000 1.192300022

500 0.716049999

250 0.453000009

125 0.283050001

62.5 0.187100001

31.25 0.175749995
15,625 0.14655
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Tabelle 4.9.3 Messwerte des IL-6/sI1-6F. Komplex ET.ISAs fiir I1.-6 + 10 ng/ml s IT-6K und

II-6 + 50 ng/ml s IL-6K
Konzentration von I1.-6 | RLU (Mittelwerte) nach RLU (Mittelwerte) nach
in ng/ml Zugabe von 10 ng/ml sIT.-6K | Zugabe von 50 ng/ml sIT-6K
100 236.4866747 864.934874
50 3357855005 1015.670342
10 244 2415596 733.0413624
8 212,797945 7428560999
6 176.6286926 5893943243
4 71,21080463 449 4420344
2 101.927396 408 2138996
1 63,15298962 3849805227

Diese Ergebmisse bewiesen erstens, dass durch den IL-6/sIL-6R. Komplex ELISA nicht
nur das Designer Zytokin HIT -6 detektiert werden kann, sondern auch die rekombinanten
Proteime I1.-6 und sIL-6R detektiert werden, wenn sie micht einzeln, sondern als Komplex
aufgetragen werden. Die durchgefithrten ELISAs legen nahe, dass der IL-6/sIL-6R
Komplex ELISA auch eingesetzt werden kénnte, um den IT-6/sIL-6R. Komplex in vivo
mit Blutserum zu bestimmen Zweitens geben die Messwerte fiir den IL-6/sIL-6R
Komplex Aufschluss iiber die Detektionsgrenzen des ELISA Zwar konnte der
IL-6/sIL-6R. Komplex sowohl nut 10 ng/ml sII-6R, als auch mut 50 ng/ml sIL-6R
detektiert werden, jedoch nut unterschiedlichen Ergebmissen (siehe Abb. 492 —4.9 3 und
Tabelle 49.2). Die Ergebmisse geben Aufschluss dariiber, wie hoch die Menge des
emgesetzten IL-6/sIL-6R. Komplexes semn muss, um ein auswertbares Signal zu
detektieren.

4.10 Durchfiihrung des IL-6/sIL-6R Komplex ELISAs mit

Blutserum
Im Rahmen der dritten Untersuchungsreihe wurde der IL-6/sIL-6R Komplex ELISA
erstmals in vivo getestet. Der ELISA wurde mut den Blutseren von vier verschiedenen
Probanden durchgefiihrt. Mit diesen Proben wurde erstens der IL-6R. ELISA (siehe Abb.
4.10.1 - 4.10.2 und Tabelle 4.10.1 — 4.10.2), zweitens der IL-6/sIL-6R Komplex ELISA
durchgefiihrt (siehe Abb. 4.10.3 - 4.10.4 und Tabelle 4.10.3 - 4.10.4). Der sI[L-6R ELISA
dient zur Kontrolle, da der sIL-6R. sowohl im Blut gesunder als auch im Blut erkrankter

Menschen in detektierbaren Mengen vorhanden 1st. Die 96 Well Mikrotiterplatte wurde
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mit dem Capture Antikorper a-IL-6R Antikrper befiillt. Nach mehreren Waschschritten
und dem Sithigen freier Bindungsstellen durch emen Blocking Puffer folpgte das
Aufiragen der Proben. Als Standard wurde HII-6 genutzt. Das Blutserum wurde
unverdiinnt und in den Verdiinnungen 1:10, 1:25 und 1:40 aufgetragen. In dieser Arbeit
werden die Verdiinnungen 1:25 und 1:40 vorgestellt, vor allem in der Verdiinnung 1:40
konnten aussagekriftige Mengen des sIL-6R. nachgewiesen werden (siehe Abb. 4.10.2).
Der Detection Antikorper (Baf227) wurde in die Mikrotiterplatte hinempipettiert. Nach
Zugabe von Streptavidin-POD und des POD-Substrates konnte die Messung der sIL-6R
Menge mut Hilfe des Tecan Infimte M200 PRO Reader in RLU durchgefiihrt werden
(siehe Abschnitt 3.2 3 Enzyme-Linked-Immunsorbent-Assay (ELISA): IL-6R. ELISA).
Hilfe des Tecan Infimite M200 PRO Reader in RLU durchgefiihrt werden (siehe Abschmtt
3.2 3 Enzyme-Linked-Immunsorbent-Assay (ELISA): IL-6R. ELISA).
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Abb. 4.10.1 IL-6R ELISA mit HIT-6 Abb. 4.10.2 IL-6R ELISA mit Blutseren

Abb. 4.10.1 IL-6R ELISA mit HIT-6. Auf der x-Achse kémnen die Messwerte in RLU, auf der y-Achse
kann die pipettierte Konzentration des HIT -6 in pg/ml abgelesen werden. Es konnten Messwerte zwischen
0.21 - 0.81 RLU detektiert werden.

Abb. 4.10.2 I1-6K. ELISA mit Blutseren. Auf der x-Achse kinnen jeweils die Blutseren der 4 Probanden
m den Verdiinmmgen 1:25 und 1:40 abgelesen werden Auf der y-Achse kénnen die Messwerte in RLU
abgelesen werden. In den 1:25 Verdiinnungen konnten bis zu 2887766236 LU detektiert werden.
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Konzentration von HIT-6 in pg/ml | RLU (Mittelwerte) Tabelle 4.10.1 Messwerte des
1000 0.805840000 IL-6R ELISAs fiir HIL-6
500 0475100007
250 0.329500003
125 0.249040000
62,5 021525
31.25 0.206549005
15,625 0.162600007
Probe | Verdiinnung RLU (Mittelwerte) Tabelle 4.10.2 Messwerte des IL-6R ELISAs
Probe 1 | 1-25 2462367530 fiir die Proben 1 - 4 [Blutseren} in den
1-40 0007862226 Verdiinnungen 1:25 und 1:40
Probe 2 | 1:25 20351,76139
1:40 1043660880
Probe 3 | 1:25 28877,66236
1:40 1065,790593
Probe 4 | 1:25 20634.31120
1:40 1007 404186
HIL-E IL-6/sIL-6R
= o
E 2000 * ZHH
£ 1500 — 7 o 20
i 1000 o B o
i <o 100 |
- m
o 0l o3 04 oS s a7 Pmbe 1 Probas 3 Pmb= 5 Pt 4
RLL urresrdlems Proben
Abb. 4.10.3 Messwerte des IL-6/sIL-6K Abb. 4.10.4 Messwerte des IL-6/sIL-6K
Komplex ELISAs mit HIT-6 Komplex ELISAs fiir die Proben 1- 4
(Blutseren) in unverdiinnter Form

Mit diesen Ergebmissen des IT-6R. ELISA konnte nachgewiesen werden, dass der sIL-6R
imm Blutserum der vier Probanden nachgewiesen werden konnte. Im nichsten Schntt
wurde das Blutserum der vier Probanden nut Hilfe des IL-6/sIL-6R Komplex ELISA
(siehe Abb. 4.10.3 - 4.10.4 und Tabelle 4.10.3 - 4.10.4) untersucht. Da 1m IT-6R ELISA
der sIL-6R nachgewiesen werden konnte, sollte n dem IT.-6/sIL-6R Komplex ELISA
untersucht werden, wie hoch die Menge an sIL-6R 1st, die im Komplex mit IT.-6 vorliegt,
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1st. Als Standard 1m IT.-6/sIL-6R. Komplex ELISA wurde wieder HIL-6 verwendet (siehe
Abb. 4.10.3 und Tabelle 4.10.3).

Abb. 4.10.3 Messwerte des I1-6/sI1-6F. Komplex ETISAs mit HIT-6. Auf der x-Achse kinnen die
Messwerte in RLU, auf der y-Achse kann die pipettierte Konzentration des HIT.-6 in pg/ml abgelesen
werden. Es konnten Messwerte zwischen 0,13 — 0,6 RLU detekfiert werden.

Abb. 4.10.4 Messwerte des IL-6/sIL-6R Komplex ELISAs fiir die Proben 1 — 4 (Bluiseren) in
unverdiinnter Form. Auf der x-Achse konnen die Blutseren der Proben 1 — 4 in unverdiinnter Form und
auf der y-Achse kinnen die dazugehdnigen Messwerte in RLU abgelesen werden. In Probe 1 konnte ein
Signal von 287214 RLU detektiert werden. In den Proben 2 — 4 konnten Werte zwischen 29 68 - 649 8
RLU detektiert werden.

Konzeniration von HIL-6 in pg/ml | RLU (Mittelwerte)
Tabelle 4.10.3 Messwerte des IL-6/
2000 0.595100015
sIL-6K. Komplex ELISAs fiir HIL-6
1000 0.464450002
500 0.234199993
250 0.192850001
125 0.152950004
62,5 0.146349996
31,25 0.134650007
15,625 0.169600002

Probe | Verdiinnung | RLU (Mittelwerte)
Probe 1 | unverdiinnt | 287214195
Probe 2 | unverdiinnt | 897813246
Probe 3 | unverdiinnt | 296770903
Probe 4 | unverdiinnt | 649303801

Tabelle 4.10.4 Messwerte des IL-6/
sIT-6R Komplex ELISAs fiir die

Proben 1 - 4 (Blutseren) in unver-

diinnter Form

Die 96 Well Mikrotiterplatte wurde mit emnem a-IL-6 Antikérper (Capture Antikorper)
gecoatet. Es folgten mehrere Waschschnitte und die Sattigpung freier Bindungsstellen
durch emen Blocking Puffer Auch hier wurde das Blutserum wieder unverdiinnt und in
den Verdiinnungen 1:10, 1:25 und 1:40 aufgetragen. Als Detection Antikdrper wurde der
Baf227 Antikérper verwendet. Nachfolgend wurden Streptavidin-POD, sowie das
POD-Substrat hinzugegeben. Die Messung der vorhandenen Menge des IL-6/sIL-6R
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Komplexes erfolgte nut Hilfe des Tecan Infinite M200 PRO Reader (siehe Abschmtt 3.2 3
Enzyme-Linked-Immunsorbent-Assay (ELISA): IL-6/sIL-6R Komplex ELISA). In
dieser Arbeit werden die Ergebmisse des unverdiinnten Blutserums vorgestellt (siehe
Tabelle 4.10.4). Im Gegensatz zu den Ergebnissen des IL-6R ELISAs, in dem in jeder der
vier Proben eine aussagekriftige Menge des sIL-6R detektiert werden konnte (siehe Abb.
410.2), konnte m dem IL-6/sIL-6R Komplex ELISA nur in der Probe 1 emne
aussagekriftigpe Menge des Komplexes aus IL-6 und sIL-6R detektiert werden. In den
Proben 2 - 4 konnten keine aussagekriftigen Mengen des IL-6/sIL-6R Komplexes
nachgewiesen werden. Da jedoch im IT-6R. ELISA in jeder der vier Proben eine
signifikante Menge an sIL-6R. nachgewiesen werden konnte, lasst dies darauf schliefien,
dass die Ergebmisse des IL-6/sIL-6R. Komplex ELISAs von den unterschiedhchen IT-6
Mengen 1m Blutserum der Probanden 1 - 4 abhiingig sind. Die Messwerte weisen darauf
hin, dass in den Proben 2 — 4 keine detektierbaren Mengen an IT-6 vorhanden waren,
welches an den sIL-6R binden konnte und so einen Komplex nut diesem formen konnte.
In der Probe 1 war eme héhere Menge an I1.-6 vorhanden als in den Proben 2 — 4, welches
an den sIL-6R binden konnte und so einen Komplex formen konnte.

Die Ergebmisse dieser dre1 Untersuchungsreihen (siehe Abschmitt 4.8 —4.10) konnten die
Funktionsweise des IL6/sIL-6R Komplex ELISAs, sowohl in vifro, als auch in vivo
bestitigen.

In der ersten Untersuchungsreihe konnte bestatigt werden, dass der IL-6/sIL-6R Komplex
ELISA das Designer Zytokin HIT.-6 detektieren konnte (siehe Abb. 4 8.3). HIL.-6 besteht
aus emem Komplex aus IL-6 und dem sIL-6R. Im Gegensatz dazu konnten weder IL-6
(siehe Abb. 4.8.1) noch der sIL-6R (siehe Abb. 4.8.2) emnzeln detektiert werden. Hiermut
konnte das Funktionsprinzip des IL-6/s IL-6R Komplex ELISAs bestitigt werden.

In der zweiten Untersuchungsreithe wurde untersucht, ob der IL-6/sIL-6R Komplex
ELISA den Komplex aus den rekombinanten Protemnen I1.-6 und dem sIT-6R detektieren
kann, welche auch in natiirlicher Form im Menschen vorkommen Die Ergebnisse
zeigten, dass der Komplex aus IL-6 nut verschiedenen Mengen an sIL-6R detektiert
werden kann (siehe Abb. 492 — 4.9 3). Nach diesen Untersuchungsreihen, die in vifro
durchgefiithrt wurden, wurde der IL-6/sIL-6R. Komplex ELISA erstmals im Rahmen einer
dritten Untersuchungsreihe in vive durchgefiihrt.

In dieser dntten Untersuchungsreithe wurden Blutproben von wier verschiedenen
Probanden zuerst nut emem IT-6R ELISA getestet Mit diesem ELISA konnten
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aussagekriftige Mengen an sIL-6R. in allen vier Proben nachgewiesen werden (siehe Abb.
4.10.2). Im Rahmen des IL-6/sIL.-6R Komplex ELISAs wurde die Menge an sIL-6R
bestimmt, die gebunden an IT-6 1m Komplex vorlag. Hier wurden sowohl aussagekraftige
Mengen des IL-6/sIL-6R. Komplexes detektiert (siehe Abb. 4.10.4, Probe 1), als auch
nicht detektierbare Mengen (siehe Abb. 4.10.4, Proben 2 - 4) gemessen Mit dieser
Untersuchungsreihe wurde bestitigt, dass der IL-6/sIL-6R. Komplex ELISA auch in vivo
angewandt werden kann_

Ethical approvement
Studiennummer 4284

Untersuchung des Einflusses von entziindlichen Erkrankungen und Tumoren auf die
Entstehung des laslichen Interleukin 11-Rezeptors sowie des Interleukin 6/16slichen In-
terleukin 6-Rezeptor-Komplexes im Menschen
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Diskussion

5. Diskussion

IL-6 1st emn Zytokin, das von verschiedenen Zellen des Korpers gebildet wird, wie zB.
Fibroblasten oder Endothelzellen. Im Blutserum gesunder Menschen 1st IL-6 kaum
detektierbar, die Menge hiegt be1 etwa 1,9-6 pg/ml (Scambia ef al. 1994). Kommt es zu
emner Entziindung steigt IL-6 an und fiihrt zu pro-inflammatorischen (frans-signaling) und
anti-inflammatorischen (classic-signaling) Reaktionen, abhingig davon an welchen
Rezeptor IL-6 bindet Im Zuge des classic-signaling bindet IL-6 an den nicht
signaltransduzierenden membrangebundenen IL-6R (u-Rezeptor), worauflun iiber das
signaltransduzierende gp130 (B-Rezeptor) emne Signalkaskade in Gang gesetzt wird, die
vor allem zu anti-inflammatorischen Reaktionen fiithrt (Scheller et al. 2011). Der
membrangebundene IL-6R kommt jedoch nur in Hepatozyten und eimigen Formen von
Leukozyten vor (Chalaris ef al. 2011). Im Laufe der Entziindung, vor allem be1
chromschen Entziindungen, wie z B. Morbus Crohn und Colitis ulcerosa, wird aus dem
membrangebundenen IL-6R durch Ektodoménen-Shedding (90%) oder alternatives
Splhicing der mRNA des membrangebundenen II-6R (10%) vermehrt sIL-6R gebildet
(Miillberg et al. 1994). Bindet IL.-6 an den sIL-6R. fiihrt dies zum frans-signaling mt
hauptsichlich pro-inflammatorischen Reaktionen. Der sIL-6R kann 1m Gegensatz zu dem
membrangebundenen IL-6R. in allen Kérperzellen zur Signaltransduktion fithren (Rose-
John et al. 1994). Der IL-6/sIL-6R Komplex kann durch den Inhibitor sgp130Fc gehemmt
werden. In dieser Arbeit wurde der IL-6/sIL-6R. Komplex in zwe1 Projekten untersucht.
Es wurde em ELISA getestet, der den IL-6/sIL-6R Komplex sowohl in vivo als auch in
vitro detektieren kann. Zudem wurde die Méglichkeit untersucht, einen stabilen Komplex
aus IL-6 und dem sIL-6R zu bilden, dessen biologische Aktivitit erhalten blieb.

5.1 IL-6/slL-6R Komplex ELISA
Bisher verwendete ELISA konnen entweder IL-6 oder den sIL-6R detektieren, jedoch
nicht den Komplex aus beiden (IL-6/sIL-6R). Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein ELISA
verwendet, der den Komplex aus IL-6/sIL-6R. detektieren kann Dieser IL-6/sIL-6R
Komplex ELISA wurde im Institut fiir Biochemue und Molekularbiologie IT entwickelt.
Es wird em Capture Antikorper verwendet, der gegen I1.-6 genichtet 1st, und ein Detection
Antikérper, der gegen den IL-6R gerichtet 1st. Der Capture Antikérper detektiert das 1m
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IT-6/sIL-6R. Komplex enthaltene IT.-6. Dadurch bildet sich ein zusammenhingendes
Gebilde aus Capture Antikorper und IL-6/sIL-6R. Im nichsten Schnitt bindet der
Detection Antikorper, der gegen den IL-6R. genichtet 1st, an das Gebilde aus Capture
Antikérper und IL-6/sIL-6R. Daher konnen weder IL-6 noch der sIL-6R emzeln detektiert
werden. Mit Hilfe dieses ELISAs 1st es moglhich, die Menge des IL-6/sIL-6R Komplexes
mm Blufserum wvon Patienten zu detektieren, die an chromisch entziindlichen
Erkrankungen, wie Hepatitiden oder den chromsch entziindlichen Darmerkrankungen
Morbus Crohn und Colitis ulcerosa erkrankt sind. Der IL-6/sIL-6R. Komplex und die
entstehende Signaltransduktion des trans-signaling fiihren be1 diesen Erkrankungen vor
allem zu der iiberschieBenden Entziindungsreaktion und wiren der geeignete Ansatzpunkt
fiir eme kausale Therapie (Rose-john etf.al. 1994). Der Inhibitor sgp130Fc, der aus der
loslichen Form des signaltransduzierenden Glykoproteins gp130 und dem Fe-Ante1l eines
IgG-Antikorpers besteht, bindet an den IL-6/sIL-6R. Komplex und verhindert dessen
Bindung an gp130 und dass danut einsetzende frans-signaling (Garbers ef al. 2011) Um
die adiquate Dosierung des sgpl30Fc zu bestimmen, sollte jedoch die IL-6/sIL-6R
Komplexmenge bekannt sein, die sich im Blutserum der Patienten befindet, die von
chromsch entziindlichen Erkrankungen betroffen sind. Im Verlauf des Expenimentes
wurde zuerst nachgewiesen, dass der IL-6/sIL-6R Komplex ELISA weder rekombimantes
IL-6 noch den rekombinanten sIL-6R eimnzeln detektieren kann Nur HIL-6 komnnte
detektiert werden. HIL-6 1st ein Designer Zytokin, dass aus [L-6 und dem sIL-6R besteht,
die durch emen flexiblen Peptid-Linker miteinander verbunden sind. In einer zweiten
Untersuchung wurden feste Mengen an rekombinantem IT.-6 mut je 10 ng/ml und 50 ng/ml
rekombimantem sIL-6R detektiert. Auch hier zeigte sich, dass der IL-6/sIL-6R Komplex
detektiert werden konnte. In der dnitten Untersuchung wurde der ELISA nut Blutserum
vier verschiedener Probanden durchgefiihrt. Hier konnte in drei der vier Proben keine
signifikante Menge des IL-6/sIL-6R Komplexes detektiert werden In emer der vier
Proben konnte emne héhere Menge des IL-6/sIL-6R. Komplexes detektiert werden. Dies
konnte daran liegen, dass dieser Proband moglicherweise eme leichte Entziindung, wie
z.B. eine Rhimifis, durchlitt. In weiteren Untersuchungen konnte der ELISA auch mmt
Blutserumproben von Probanden getestet werden, die von chromsch entziindlichen
Erkrankungen betroffen sind. Dazu gehéren zB. die chromsch entziindlichen
Darmerkrankungen Morbus Crohn und Colitis ulcerosa, die Infektionskrankheiten
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Hepatitis B und C, Leberzirrhose oder gastrointestinale Tumorleiden Kénnte man hier
die Menge des IL-6/sIL-6R. Komplexes bestimmen, kénnte so die maximale Menge des
emzusetzenden sgpl30Fc bestimmen. Aus den Ergebmissen der Untersuchung mit dem
Blutserum gesunder Probanden kénnte die Mindestmenge des einzusetzenden sgp130Fc
bestimmt werden. Es ist notwendig die adiquate Dosierung des sgp130Fc zu bestimmen,
um zu erreichen, dass allein das frans-signaling und die danut verbundenen
pro-inflammatorischen Reaktionen gehemmt werden, jedoch micht das classic-signaling
und die danut verbundenen anti-inflammatorischen Reaktionen. Bei emer zu hohen
Dosierung des sgpl30Fc wiirde das gesamte an den sIL-6R. gebundene IL-6 in dem
IL-6/sIL-6R. Komplex eingeschlossen bleiben und konnte so micht mehr an den
membrangebundenen IT-6R. binden und danut die antunflammatorischen Wirkungen des
classic-signaling hervorrufen. Der Inlibitor sgpl130Fc konnte somit z B. den Antikorper
Tocilizumab ersetzen, der gegen IL-6 gerichtet 1st und dadurch sowohl das
classic-signaling, als auch das trans-signaling hemmt Tocihzumab wird zurzeit zur
Behandlung von rheumatischen Erkrankungen eingesetzt.

5.2 Bildung eines stabilen IL-6/sIL-6R Komplexes
Im Rahmen des zweiten Projektes wurde versucht emen stabilen Komplex aus IT-6 und
dem sIL-6R aufzubauen. Dieser Komplex wurde als Alternative des Designer Zytokins
HIT-6 untersucht Dafiir wurden mmttels Mutagenese-PCR Cystemne in die cDNAs
kodierend fiir sIL-6R, IL-6R, IL-6-GFP und HIL-6 emgefiigt. Die mutierten Plasoude
wurden muttels Co-Transfektion in Zellen eingebracht und die exprimierten Proteine
wurden muttels Western Blot detektiert und ihre biologische Aktivitit 1
Proliferationsassays iiberpriift. Zusitzlich zu dieser Form des mutierten sIL-6R wurden
zwel weitere mutierte Formen des sIL-6R gebildet. Dafiir wurde als Ausgangsplasomd,
dass 1n der Mutagenese-PCR mutierte HIT -6 verwendet. HII -6 1st ein Designer Zytokin,
das aus IL-6 und dem sIL-6R besteht, die muttels eines flexiblen Peptid-Linkers
miteinander verbunden sind (Rakemann et al, 1997) Das mutierte HIL-6 enthélt
zusitzlich noch die in der Mutagenese-PCR emngebrachten Cystemne. Es wurde nut dem
Restriktionsenzym BamHI in der Region des Linkers geschmitten, sodass der sIL-6R mut
den emgebrachten Cystemnen getrennt vom IT-6 vorlag. Der entstandene mutierte sIL-6R
enthielt sticky ends, die durch die Exonuklease- und die Polymerase-Funktion des
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Klenow-Fragments zu blunt ends umgewandelt wurden. Da das Klenow-Fragment nicht
immmer an den gleichen Stellen Basen entfernt oder auffiillt, konnen verschiedene Mengen
an Aminoséuren als Uberhang bestehen bleiben. Uber Sequenzierung wurde eine mutierte
Form des sIL-6R detektiert, die 17 Amunosiduren Uberhang besitzt, und eine weitere
mutierte Form des sIL-6R, die 42 Amunosiuren Uberhang besitzt. Somit lagen drei
verschiedene Formen des mutierten sIL-6R vor, die als Alternative zu HIL-6 untersucht
wurden: der durch die PCR verinderte sIL-6R ohne Uberhang an Aminoséuren, und die
durch den BamHI-Verdau entstandenen mutierten sIL-6R Formen, nit jeweils 17 und 42
Aminosiuren Uberhang. Alle drei mutierten sIL-6R Formen wurden in Co-Transfektion
mit dem mutierten IT-6-GFP 1 emen stabilen Komplex gebracht und mittels Western
Blot detektiert. In der Western Blot Detektion konnten alle dre1 IT-6/sIL-6R. Komplexe
detektiert werden und keine Unterschiede in der Detektion festgestellt werden. Weiterhin
wurde die biologische Aktivitat der Komplexe m Proliferationsassays untersucht. Zwar
konnte i allen dre1 Formen des mutierten sIL-6R 1im Vergleich zur Negativkontrolle eine
Proliferation nachgewiesen werden, die stirkste Proliferation wurde jedoch in dem
Komplex nachgewiesen, der die durch die PCR. mutierte Form des sIL-6R. enthielt. Diese
Form enthielt 1m Gegensatz zu den beiden anderen Formen keine iiberschiissigen
Aminosiuren. Diese Ergebmisse lassen vermuten, dass die zusatzlichen Aminosauren an
emnem oder mehreren Punkten der Signaltransduktion hinderlich sind. Dies konnte z B.
das Binden des gp130 an den IL-6/sIL-6R. Komplex oder die folgende Internalisierung
des pgebildeten Komplexes sem. Diese Hindermsse kénnten wiederum die
wachstumsfordernden Effekte des IL-6 inhibieren. Somut konnte zwar bestatigt werden,
dass alle Formen des mutierten sIL-6R 1m Komplex mut dem mutiertem IT-6 GFP
exprimiert wurden und 1m Western Blot detektiert werden konnten. Hinsichtlich der
biologischen Aktivitit gab es jedoch Unterschiede, die darauf hinweisen, dass nur die in
der PCR entstandene mutierte sIL-6R Form eine ausreichende Proliferation hervorruft.
Sonut wire fiir weitere Untersuchungen, in denen emn stabiler IL-6/sIL-6R. Komplex
genutzt wird, wie der verwendete IL-6/sIL-6R. Komplex ELISA der durch PCR
entstandene mutierte sIL-6R. am ehesten als Alternative zu HIL.-6 geeignet.
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6. Schlussfolgerung

Das Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung des frans-signalings. Im Genaueren wurde
ein Testsystem zur Detektion des ber CEDs erhohten I1-6/sIL-6R. Komplexes auf seine
Spezifitit gepriift. Im Zuge dieser Untersuchung konnte bewiesen werden, dass der
IL-6/sIL-6R. Komplex ELISA in vitro funktionsfihig 1st. In diesen ELISAs wurde das
Designer Zytokin HIL -6 verwendet. Zusatzlich wurde der ELISA in vivo getestet. Auch
mn diesen Untersuchungsreihen bestitigte sich seine Spezfitit den IL-6/sIL-6R Komplex
zu detektieren. Indem die exakte Menge des IL-6/sIL-6R Komplexes in Blutseren
bestimmt werden kann, kann so die prizise Menge fiir Inlubitoren des IL-6/sIL-6R
Komplexes und damit des pro-inflammatorischen frans-signalings bestimmt werden.

Des Weiteren wurde eine Alternative fiir das Designer Zytokin HIT-6 entwickelt. Mit
Hilfe von Cysteinen konnten Disulfidbriicken zwischen IL-6 GFP und dem sIL-6R
gebildet werden. Die Detektion muttels ELISA bewies, dass die Disulfidbriickenbildung
die Komplexbildung und Expression der mmtierten Proteme mcht hinderte,
Proliferationsassays belegten, dass die Dasulfidbriic kenbildung die
proliferationsfordernde Wirkung des durch den mutierten IL-6/sIL-6R. Komplexes
mduzierten Signalweges micht beeintrachtigte. Somut wurde eimne funktionsfihige
Alternative zum HIL-6 entwickelt.

Im Hinblick auf weitere Untersuchungen des frans-signalings konnen die Ergebnisse der
beiden Experimente zusammengefiihrt werden. In allen ELISAs wurde HIL-6 als
Standard gemutzt. Der mutierte [L-6/sIL-6R Komplex konnte anstatt HIT-6 als Standard
genutzt werden.

Zudem konnten weitere IL-6/sIL-6R Komplex ELISA nut Blutseren erkrankter
Probanden durchgefiihrt werden. Zu diesen Erkrankungen zihlen beispielsweise Morbus
Crohn, Colitis Ulcerosa oder rheumatoide Arthrtis.
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Diese ELISAs wiirden Aufschluss iiber die Menge des IL-6/sIL-6R Komplexes geben,

der sich in Blutseren von Probanden befindet, die an chromisch entziindlichen
Erkrankungen leiden.
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8. Anhang

8.1 Abkirzungsverzeichnis

ADAM a disinteprin and metalloprotemnase

Amp Ampicillin

APR Akut-Phase-Reaktion

APS Ammoniumpersulfat

Bp Basenpaare

BSA bovines Serumalbumin

BSG Blutsenkungsgeschwindigeit

CBM Zytokin-Bindemotiv

CED chronisch entziindliche Darmerkrankung

CHB chromsche Hepatitis B

Cis Proteine cytokine mducible SH? Proteine

CNTF zihiarer neutrophiler Faktor

CRP C-reaktives Protein

CT-1 Cardiotrophin-I

CTB Cell Titer Blue

D1 (2.3) Domine 1 (2.3)

DMEM Dulbecco's Modified Eagle's medium

DANN Desoxyribonuklemsaure

dNTPs Desoxy-Nukleotid-Mix

ECL Chemolumuneszenzreaktion

EDTA Ethylendiammntetraessigsaure

ELISA Enzyme-Linked-Immunsorbent-Assay

EpoR Erythropoetin Rezeptor

FCS fetales Kilberserum

G-CSF Granulozyten Kolome-stimulierenden
Faktor

GFP griin fluoreszierendes Protem

GM-CSF Granulozyten-Makropagen Kolonie-

stimulierenden Faktor
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gpl30 Glykoprotem 130

HIL-6 Hyper Interleukin 6

HIV human immunodeficiency virus

ICAM-1 mtercellular adhesion molecule-1

ICD mtrazellulire Doméine

IL Interleukin

IL-6R membranstindiger Interleukin 6 Rezeptor

JAK Janus-Kinase

kDa Kilo Dalton

LB Luria-Bertam

LIF Leukédme mhibierender Faktor

MAPK mitogen-activated protemn kinase

MCP-1 monocyte chemoattractant protein-1

MLB Mild Lysis Buffer

mRNA messenger Ribonukleinsiure

NaCl Natriumchlond

NaOH Natriumhydroxid

OsSM Oncostatin M

Page Polyacrylamid-Gelelektrophorese

PBS phosphatgepuiferte Salzlsung

PBS-T phosphatgepufferte Salzlsung mut
Tween

PCR Polymerase-Kettenreaktion

PIAS Proteine protem-mhibitor-of-activated-STAT
Proteine

PI3K phosphatidyl-inositol-3-kinase

PMA Phorbol-12-myristat-13-acetat

POD Peroxidase

PVDF-Membran Polyvinylidenfluorid-Membran

RF Rheuma-Faktor

RLU Relative Light Units

RNase Ribonuklease
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Rpm

SDS

sIL-6R

SOCS Protemne
SSIs

STAT Proteine

TAE-Puffer
TBE-Puffer
TE
TEMED
T™MD
TNFa

TPO

Tris
Tris-HCL

VCAM-1

93

rounds per minute

Sodium Dodecyl Sulfate

loshicher Interleukin 6 Rezeptor
suppressor-of-cytokine-signaling Proteine
STAT-induced STAT inhibitors
signal transducer and activator of
transcription Proteme
TRIS-Acetat-EDTA-Puffer
Tris-Borat-EDTA-Puffer
Trypsin/EDTA
Tetramethylethylendiammn
Transmembrandoméine
Tumomekrosefaktor a
Thrombopoetin
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan-
Hydrochlond

vascular cell adhesion molecule-1
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8.2 Plasmidkarten
Abb. 8.2.1: Plasmidkarte pcDNA3.1-hIT 6K

51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751
801
851
a1
951

1001
1051
1101
1151
1201
1251
1301

o4

Pl «ENIT - ACATET

T eaddd  STATAL ¥

i
Sl - 3007 - GO0
Kawll - 100 -

AL 3
R e T

L3
oo
(=i riffu

Fiaal - 5606 -OG00E_C —

Ewakd 37TH - AT mn mad TE - e iy i
B -7

ACAATCTGCT
TGTGTTGGAG

TTTGCGCTGC
ATTGACTAGT
CATATATGGA
TGACCGCCCA
CATAGTAACG
TACGGTAAAC
ACGCCCCCTA
CCAGTACATG
TAGTCATCGC
CGTGGATAGC
CGTCAATGGG
GTCGTAACARA
TGGGAGGTCT
TTACTGGCTT
GCTAGCGTTT
AGGTCGAGAT
TGACACTGAG
AGGGACTCGC
CCCCGGGGECC
CACCCCTGCC
GAGTGGTAGC
CTGCCCTGCT
GCGCAGGAGE

TEATE_& - dum mahk -

" Awll- 378

GATCGGGAGA
CTGATGCCGC
GTCGCTGAGT
GACCGACAAT
TTCGCGATGT
TATTAATAGT
GTTCCGCGTT
ACGACCCCCG
CCAATAGGGA
TGCCCACTTG
TTGACGTCAA
ACCTTATGGG
TATTACCATG
GGTTTGACTC
AGTTTGTTTT
CTCCGCCCCA
ATATAAGCAG
ATCGAAATTA
AAACTTARAGC
CCATTGTGCT
CCGGGCCAGA
AGTGTGTGTA
TGAGCCCGCC
GCCCGGETTCC

GGCCGCGCCE

g
e
- _rl‘

W
!:-u-,\

iy

pcDNA3.1-hIL6R

7080 bp

-
-CCTAG_G

Pl
Sawhl - 3471 -

TCTCCCGATC
ATAGTTAAGC
AGTGCGCGAG
TGCATGARGR
ACGGGCCAGA
AATCAATTAC
ACATAACTTA
CCCATTGACG
CTTTCCATTG
GCAGTACATC
TGACGGTAAR
ACTTTCCTAC
GTGATGCGET
ACGGGGATTT
GGCACCAARR
TTGACGCAAR
AGCTCTCTGE
ATACGACTCA
TTGCATGCCA
CTAAAGTCAT

TGCCCGCCCA
CATTAGCCTG
GCATGCTGGC
GGAGCGGCGC
CGTGCTGACC

e
ALsl . 1Y

14

-
ACCwGE T - dham meatvy bl

CCCTATGGTG
CAGTATCTGC

ATCTGCTTAG
TATACGCGTT
GGGGTCATTA
CGGTAAATGG
TCAATAATGA
ACGTCAATGG
AAGTGTATCA
TGECCCGCCT
TTGGCAGTAC
TTTGGCAGTA
CCAAGTCTCC
TCAACGGGAC
TGEGCGETAG
CTAACTAGAG
CTATAGGGAG
CGCGTCTCGA
GTGCGAGTGG
CCGAGCGCGG
CTCCTGCGGA
CCGCCCCGCC
TCCGCCTCTG
CGTCGGECTGC
TGGCCCCAAG
AGTCTGCCAG

CACTCTCAGT
TCCCTGCTTG
GCTACAACAR
GGTTAGGCGT
GACATTGATT
GTTCATAGCC
CCCGCCTGEC
CGTATGTTCC
GTGGAGTATT
TATGCCAAGT
GGCATTATGC
ATCTACGTAT
CATCAATGGG
ACCCCATTGA
TTTCCAARAT
GCGTGTACGE
ARACCCACTGC
ACCCAAGCTG
GGGCCCCTGC
GAAGTCGCAC
CECGGEEECCGE
TGEEEEECTGC
CCGCCCCTGC
CGGGACCATG
GCGCTGCTGE
GCGCTGCCCT
GAGACAGCGT
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GACTCTGACC
GGGTGCTCAG
ATGGEGAAGGA
CTATTCATGC
TGGATGTTCC
CTCAGCAATG
GACAARAGGCT
ACTTCCAGGA
CAGTTAGCAG
CGTCGCCAGT
GTTGTGGAAT
GTGGCCAGAR
CTGGAACTCA
AACGGETCAAR
TGTGTCATCC
TGCCCAGGAG
CCATGGGCAC
GTGTCCACCC
TCTCTTCAGA
CTTCAGTACC
GGAACGCTCC
GCTGCGGECT
TGGGECAGCT
CTCATCTCCC
GAGCCACAAC
GCAATACAGA
GCCCGTTTAA
CATCTGTTGT
ACTCCCACTG
GAGTAGGTGT
GGGAGGATTG
ATGGCTTCTG
CGCGCCCTGET
GCGTGACCGC
TTCCCTTCCT
TCGEEGECTC
CCAAARAACT
TAGACGGTTT
ACTCTTGTTC
TTGATTTATA
CTGATTTAAC
TTAGGGTGTG
CATGCATCTC
CAGCAGGCAG
GTCCCGCCCC
CCATTCTCCG
AGGCCGCCTC
GGAGGCCTAG
CGGATCTGAT
ATGGATTGCA
TATGACTGGG
GCTGTCAGCG
GTGCCCTGARA
ACGACGGGECGE
AAGGGACTGG
CTCACCTTGC
CGGCTGCATA
ACATCGCATC
AGGATGATCT

TGCCCGEEEE
GAAGCCGGCT
GGCTGCTGCT
TACCGGGCCG
CCCCGAGGAG
TTGTTTGTGA
GTGCTCTTGG
GCCGTGCCAG
TCCCGGAGGG
AGTGTCGGGA
CTTGCAGCCT
ACCCCCGCTG
TCTTTCTACA
GACATTCACA
ACGACGCCTG
GAGTTCGGGEC
GCCTTGGACA
CCATGCAGGC
GATTCTGCAA
ACTGCCCACA
TCTGCATTGC
CTGAAGGAAG
GGTCCCGGAG
CACCGGTGTC
CGACCAGATG
CTACTTCTTC
ACCCGCTGAT
TTGCCCCTCC
TCCTTTCCTA
CATTCTATTC
GGAAGACAAT
AGGCGGAAAG
AGCGGCGCAT
TACACTTGCC
TTCTCGCCAC
CCTTTAGGGT
TGATTAGGGET
TTCGCCCTTT
CAARACTGGARA
AGGGATTTTG
AARARAATTTAR
GAAAGTCCCC
AATTAGTCAG
AAGTATGCARA
TAACTCCGCC
CCCCATGGCT
TGCCTCTGAG
GCTTTTGCAA
CAAGAGACAG
CGCAGGTTCT
CACARACRAGAC
CAGGGGCGCC
TGAACTGCAG
TTCCTTGCGC
CTGCTATTGG
TCCTGCCGAG
CGCTTGATCC
GAGCGAGCAC
GGACGAAGAG

TAGAGCCGGR
GCAGGCTCCC
GAGGTCGGETG
GCCGCCCAGC
CCCCAGCTCT
GTGGEETCCT
TGAGGAAGTT
TATTCCCAGG
AGACAGCTCT
GCAAGTTCAG
GATCCGCCTG
GCTCAGTGTC
GACTACGGETT
ACATGGATGG
GAGCGGCCTG
AAGGCGAGTG
GAATCCAGGA
ACTTACTACT
ATGCGACAAG
TTCCTGGTTG
CATTGTTCTG
GCAAGACAMG
AGGCCTCGAC
CCCCAGCAGC
CCAGGGACCC
CCCAGATAAG
CAGCCTCGAC
CCCGTGCCTT
ATAAAATGAG
TGEEEEETGE
AGCAGGCATG
AACCAGCTGG
TARGCGCGGEC
AGCGCCCTAG
GTTCGCCGGEC
TCCGATTTAG
GATGGETTCAC
GACGTTGGAG
CARCACTCAR
CCGATTTCGG
CGCGAATTAR
AGGCTCCCCA
CARACCAGGETG
AGCATGCATC
CATCCCGCCC
GACTAATTTT
CTATTCCAGA
AAAGCTCCCG
GATGAGGATC
CCGGCCGCTT
AATCGGCTGC
CGGTTCTTTT
GACGAGGCAG
AGCTGTGCTC
GCGAAGTGCC
AAAGTATCCA
GGCTACCTGC
GTACTCGGAT
CATCAGGGGC

AGACAATGCC
ACCCCAGCAG
CAGCTCCACG
TGEGACTGTG
CCTGCTTCCG
CGGAGCACCC
TCAGAACAGT
AGTCCCAGARA
TTCTACATAG
CAARACTCAR
CCAACATCAC
ACCTGGCAAG
TGAGCTCAGA
TCAAGGACCT
AGGCACGTGG
GAGCGAGTGG
GTCCTCCAGC
AATARAAGACG
CCTCCCAGTG
CTGGAGGGAG
AGGTTCAAGA
CATGCATCCG
CCACCCCAGT
CTGGGGETCTG
ACGGAGCCCT
CGGCCGCTCG
TGTGCCTTCT
CCTTGACCCT
GAAATTGCAT
GGTGGEGCAG
CTGGGGATGC
GGCTCTAGGG
GGETGTGETG
CGCCCGCTCC
TTTCCCCGTC
TGCTTTACGG
GTAGTGGGCC
TCCACGTTCT
CCCTATCTCG
CCTATTGGTT
TTCTGTGGARA
GCAGGCAGAR
TGGAAAGTCC
TCAATTAGTC
CTAACTCCGC
TTTTATTTAT
AGTAGTGAGG
GGAGCTTGTA
GTTTCGCATG
GGETGGAGAG
TCTGATGCCG
TGTCAAGACC
CGCGGCTATC
GACGTTGTCA
GGGGCAGGAT
TCATGGCTGA
CCATTCGACC
GGAAGCCGET
TCGCGCCAGC

ACTGTTCACT
ATGGECTGEC
ACTCTGGAAR
CACTTGCTGG
GAAGAGCCCC
CATCCCTGAC
CCGGCCGAAG
GTTCTCCTGC
TGTCCATGTG
ACCTTTCAGG
AGTCACTGCC
ACCCCCACTC
TATCGGGCTG
CCAGCATCAC
TGCAGCTTCG
AGCCCGGAGG
TGAGAACGAG
ATGATAATAT
CAAGATTCTT
CCTGGCCTTC
AGACGTGGAR
CCGTACTCTT
GCTTGTTCCT
ACAATACCTC
TATGACATCA
AGTCTAGAGG
AGTTGCCAGC
GGAAGGTGCC
CGCATTGTCT
GACAGCAAGG
GGTGGGCTCT
GGTATCCCCA
GTTACGCGCA
TTTCGCTTTC
AAGCTCTAAR
CACCTCGACC
ATCGCCCTGA
TTAATAGTGG
GTCTATTCTT
AAARARATGAG
TGTGTGTCAG
GTATGCAAAG
CCAGGCTCCC
AGCAACCATA
CCAGTTCCGC
GCAGAGGCCG
AGGCTTTTTT
TATCCATTTT
ATTGAACAAG
GCTATTCGGC
CCGTGTTCCG
GACCTGTCCG
GTGGCTGGCC
CTGAAGCGEG
CTCCTGTCAT
TGCAATGCGE
ACCAAGCGAR
CTTGTCGATC
CGAACTGTTC
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GCCAGGCTCA
TGGCGATGCC
GATTCATCGA
GCGTTGGCTA
CCGCTTCCTC
CCTTCTATCG
AAATGACCGA
ACCGCCGCCT
CGGCTGGATG
ACCCCAACTT
ATCACAAATT
TTTGTCCAAR
CTAGCTAGAG
TGTTATCCGC
TARAGCCTGG
GCTCACTGCC
TGAATCGGCC
CGCTTCCTCG
CGGTATCAGC
GATAACGCAG
CCGTARAAMG
ACGAGCATCA
GGACTATAAR
TCCTGTTCCG
CGGGAAGCGET
GTGTAGGTCG
GCCCGACCGC
TARGACACGA
AGAGCGAGET
CTACGGCTAC
CAGTTACCTT
ACCGCTGGETA
AAAAGGATCT
AGTGGAACGA
AGGATCTTCA
CTAAAGTATA
GTGAGGCACC
TGACTCCCCG
CCCCAGTGCT
TATCAGCAAT
GCAACTTTAT
AGTAAGTAGT
CAGGCATCGT
GGTTCCCAAC
AGCGETTAGC
CAGTGTTATC
ATGCCATCCG
ATTCTGAGARA
TACGGGATAR
GGAAAMCGTT
ATCCAGTTCG
TTACTTTCAC
GCAAARAAGE
CCTTTTTCAA
GATACATATT
ACATTTCCCC

AGGCGCGCAT
TGCTTGCCGA
CTGTGGECCGGE
CCCGTGATAT
GTGCTTTACG
CCTTCTTGAC
CCAAGCGACG
TCTATGAAAG
ATCCTCCAGC
GTTTATTGCA
TCACAARTAR
CTCATCAATG
CTTGGCGTAA
TCACAATTCC
GGTGCCTAAT
CGCTTTCCAG
AACGCGCGGEGE
CTCACTGACT
TCACTCAAAG
GAARGARCAT
GCCGCGTTGC
CAARRAATCGA
GATACCAGGC
ACCCTGCCGC
GGCGCTTTCT
TTCGCTCCAA
TGCGCCTTAT
CTTATCGCCA
ATGTAGGCGGE
ACTAGARAGAR
CGGAAARAGR

GCCCGACGGT
ATATCATGGT
CTGGETGTGE
TGCTGAAGAG
GTATCGCCGC
GAGTTCTTCT
CCCAACCTGC
GTTGGGCTTC
GCGGGGATCT
GCTTATAATG
AGCATTTTTT
TATCTTATCA
TCATGGTCAT
ACACARACATA
GAGTGAGCTA
TCGGEARAACC
GAGAGGCGET
CGCTGCGCTC
GCGGTAATAC
GTGAGCAARAR
TGGCGTTTTT
CGCTCAAGTC
GTTTCCCCCT
TTACCGGATA
CATAGCTCAC
GCTGGGCTGT
CCGGTAACTA
CTGGCAGCAG
TGCTACAGAG
CAGTATTTGG
GTTGGETAGCT

GOGGTTTTTT
CAAGARAGATC
ABRACTCACGET
CCTAGATCCT
TATGACGTAAR
TATCTCAGCG
TCETGTAGAT
GCAATGATAC
ABRACCAGCCH
CCGCCTCCAT
TCGCCAGTTR
GGTGTCACGC
GATCAAGGCG
TCCTTCGGTC
ACTCATGGTT
TAAGATGCTT
TAGTGTATGEC
TACCGCGCCRA
CTTCGEGGCG
ATGTAACCCH
CAGCGTTTCT
GAATAAGGEC
TATTATTGAR
TGAATGTATT
GAARACGTGCC

TGTTTECAAG
CTTTGATCTT
TAAGGGATTT
TTTAAATTAR
CTTGGTCTGA
ATCTGTCTAT
AARCTACGATRA
CGCGAGARCCC
GCCGGAAGGE
CCAGTCTATT
ATAGTTTGCG
TCEGTCGTTTG
AGTTACATGHE
CTCCGATCGT
ATGGCAGCAC
TTCTGTGACT
GGCGACCGAG
CATAGCAGAR
ARRACTCTCH
CTCGTECACC
GGGTGAGCAR
GACACGGARR
GCATTTATCHA
TAGAAAARATH
ACCTGACGTC

GAGGATCTCG
GGARAATGGC
CGGACCGCTA
CTTGGCGGCE
TCCCGATTCG
GAGCGGGACT
CATCACGAGA
GGAATCGTTT
CATGCTGGAG
GTTACAAATA
TCACTGCATT
TGTCTGTATA
AGCTGTTTCC
CGAGCCGGARA
ACTCACATTA
TGTCGTGCCA
TTGCGTATTG
GGTCGTTCGG
GGTTATCCAC
GGCCAGCAAR
CCATAGGCTC
AGAGGTGECG
GGAAGCTCCC
CCTGTCCGCC
GCTGTAGGTA
GTGCACGAAC
TCGTCTTGAG
CCACTGGTAA
TTCTTGAAGT
TATCTGCGCT
CTTGATCCGG
CAGCAGATTA
TTCTACGGGG
TGETCATGAG
AAATGAAGTT
CAGTTACCAR
TTCGTTCATC
CGGGAGGGCT
ACGCTCACCG
CCGAGCGCAG
AATTGTTGCC
CAACGTTGTT
GTATGGCTTC
TCCCCCATGT
TGTCAGAAGT
TGCATAATTC
GGTGAGTACT
TTGCTCTTGC
CTTTAARAGT
AGGATCTTAC
CAACTGATCT
AAACAGGAAG
TGTTGAATAC
GGGTTATTGT
AACAAATAGE

TCGTGACCCRA
CGCTTTTCTG
TCAGGACATA
AATGGGCTGA
CAGCGCATCG
CTGGGETTCG
TTTCGATTCC
TCCGGGACGC
TTCTTCGCCC
AAGCAATAGC
CTAGTTGTGG
CCGTCGACCT
TGTGTGARAAT
GCATAAAGTG
ATTGCGTTGC
GCTGCATTAA
GGCGCTCTTC
CTGCGGCGAG
AGAATCAGGG
AGGCCAGGAR
CGCCCCCCTG
ARAACCCGACA
TCGTGCGCTC
TTTCTCCCTT
TCTCAGTTCG
CCCCCGTTCA
TCCAACCCGE
CAGGATTAGC
GGTGGCCTAA
CTGCTGAAGC
CAAACARARMCC
CGCGCAGARAR
TCTGACGCTC
ATTATCAARR
TTAAATCAAT
TGCTTAATCR
CATAGTTGCC
TACCATCTGG
GCTCCAGATT
AAGTGGTCCT
GGGAAGCTAG
GCCATTGCTA
ATTCAGCTCC
TGTGCAARARAR
AAGTTGGCCG
TCTTACTGTC
CARACCAAGTC
CCGGCGTCARA
GCTCATCATT
CGCTGTTGAG
TCAGCATCTT
GCAARATGCC
TCATACTCTT
CTCATGAGCG
GGTTCCGCGC
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GACGGATCGG
TGCTCTGATG
GGAGGTCGCT
GCTTGACCGA
CTGCTTCGCG
TAGTTATTAA
TGGAGTTCCG
CCCAACGACC
AACGCCAATA
AAACTGCCCA
CCTATTGACG
CATGACCTTA
TCGCTATTAC
TAGCGGTTTG
TGGGAGTTTG
ACAACTCCGC
GTCTATATAA
GCTTATCGARA
GTTTAAACTT
CCGCCCTCCT
GCCCAGGAAG
GACCCTGACC
GGGTGCTGAG
ATGGECAGGA
CTACAGCTGC
TGGACGTGCC
CTGAGCAACG
CACCAAGGCC
ATTTCCAGGA
CAGCTGGCCG

GAGATCTCCC
CCGCATAGTT
GAGTAGTGCG
CAATTGCATG
ATGTACGGGEC
TAGTAATCARA
CGTTACATAA
CCCGCCCATT
GGGACTTTCC
CTTGGCAGTA
TCAATGACGG
TGGGACTTTC
CATGGTGATG
ACTCACGGGG

CCCATTGACG
GCAGAGCTCT
ATTAATACGA
AAGCTTGCCA
GGCTGCCCCT

TGCCCTGGCG
AAAGCCTGCC
GACTGCTGCT

CCCCGAGGAG
TGETGTGTGA
GTGCTGCTGG
GCCCTGCCAG
TGCCCGAGGE

GATCCCCTAT
AAGCCAGTAT
CGAGCAAAAT
AAGAATCTGC
CAGATATACG
TTACGGGGETC
CTTACGGTARA
GACGTCAATA
ATTGACGTCA
CATCAAGTGT
TARATGGCCC
CTACTTGGCA
CGGTTTTGGC
ATTTCCAAGT
AAAATCAACE
CARATGGECE
CTGGCTAACT
CTCACTATAG
CCATGCTGGC
GGCGCAGCGC
CGTGCTGACC
TGGAGCCCGA
GCCGGAAGCC
GAGAAGCGTG
GCAGACCTGC
CCTCAGCTGA
GTGGEGCCCC
TGAGGAAGTT
TACAGCCAGE
CGACAGCAGC

GGTGCACTCT
CTGCTCCCTG
TTAARGCTACA
TTAGGGTTAG
CGTTGACATT
ATTAGTTCAT
ATGGCCCGCC
ATGACGTATG
ATGGGTGGAG
ATCATATGCC
GCCTGGCATT
GTACATCTAC
AGTACATCAR
CTCCACCCCA
GGACTTTCCA
GTAGGCGTGT
AGAGARACCCA
GGAGACCCAR
AGTGGECTGC
TGECCCCCAG
AGCCTGCCCG
GGACAACGCC
ACCCCAGCAG
CAGCTCCACG
CGGCACCGTG
GCTGCTTCAG
AGARAGCACCC
CCAGAACAGC
AGAGCCAGAR
TTCTACATCG

CAGTACAATC
CTTGTGTGTT
ACAAGGCAAG
GCGTTTTGCG
GATTATTGAC
AGCCCATATA
TGECTGACCG
TTCCCATAGT
TATTTACGET
AAGTACGCCC
ATGCCCAGTA
GTATTAGTCA
TGEECETGEA
TTGACGTCARA
AAATGTCGTA
ACGETGEGAG
CTGCTTACTG
GCTGGCTAGC
GCCCTGCTGE
AAGATGCCCT
GCGACAGCGT
ACCGTGCACT
ATGGECCGEC
ACAGCGGCAR
CACCTCCTGG
GAAGAGCCCC
CCAGCCTGAC
CCTGCCGAGG
GTTCAGCTGC
TGTCCATGTG
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CGTGECCAGC
GCTGCGGCAT
GTGGCCAGAR
CTGGAACAGC
AGAGARAGCAR
TGCGTGATCC
AGCCCAGGAG
CCATGGGCAC
GGGGGECAGCGE
TAGCARAGGAC
GGATCGACAR
AAGGAGACCT
GGCCGAGAAC
TCCAGAGCGE
CTGCTGGAGT
CAGCGAAGAG
AGTTCCTGCA
CCTACCACCA
GCTGCAGGAC
TGCAGAGCAG
TGCGACAAGA
CGCTCCTTCT
TCTCCAGARAC
GACCCCGAGG
TGCTAAGACC
TGTCTGTGCT
AAGTGCAAGG
CTCCAAGGCT
CATCTAGGGA
AAGGGCTTCT
GCCCGAGAAC
CCTTCTTCCT
GGCAACGTGT
TACCCAGAAG
CAGTGTGGETG
GCCTCGACTG
CGTGCCTTCC
AAAATGAGGA
GEEEETGGEEE
CAGGCATGCT
CCAGCTGGGGE
AGCGCGECGE
CGCCCTAGCG
TCGCCGGCTT
CGATTTAGTG
TGGTTCACGT
CGTTGGAGTC
ACACTCAACC
GATTTCGGCC
CGAATTAATT
GCTCCCCAGC
ACCAGGTGTG
CATGCATCTC
TCCCGCCCCT
CTAATTTTTT
ATTCCAGAAG
AGCTCCCGGEE
TGAGGATCGT
GGCCGCTTGGE

TCTGTGGGCA
CCTGCAGCCC
ATCCTAGATG
TCCTTCTACC
GACCTTTACC
ACGACGCCTG
GAGTTCGGCC
CCCCTGGACC
GCGGAGGAGG
GTGGCCGCCC
GCAGATCCGG
GCAACAAGAG
AACCTGAACC
CTTCAACGAG
TCGAAGTGTA
CAGGCCAGAG
GAAGAAGGCC
ACGCCAGCCT
ATGACCACCC
CCTGAGGGCC
CCCACACCTG
GTGTTTCTGT
CCCTGAGGTG
TGAAGTTCARA
AAGCCTAGGG
GACAGTGCTG
TGTCCAACAR
AAGGGACAGC
GGAGATGACC
ACCCTTCTGA
AATTACARGHA
GTACTCCAAR
TCTCTTGTTC
TCCCTGTCTC
GAATTTCGAG
TGCCTTCTAG
TTGACCCTGG
AATTGCATCG
TGEGGCAGGA
GGGGATGCGGE
CTCTAGGGGG
GTGTGGETGET
CCCGCTCCTT
TCCCCGTCAA
CTTTACGGCA
AGTGGGCCAT
CACGTTCTTT
CTATCTCGGET
TATTGGTTAA
CTGTGGAATG
AGGCAGAAGT
GAAAGTCCCC
AATTAGTCAG
AACTCCGCCC
TTATTTATGC
TAGTGAGGAG
AGCTTGTATA
TTCGCATGAT
GTGGAGAGGC

GCAAGTTCAG
GACCCTCCCG
GCTGAGCGTG
GGCTGAGATT
ACCTGGATGG
GAGCGGCCTG
AGGGCGAGTG
GAGAGCAGAR
AAGCGTGGAR
CCCACAGACA
TACATCCTGG
CAACATGTGC
TGCCCAAGAT
GAGACCTGTC
CCTGGAGTAC
CCGTGCAGAT
AAGAACCTGG
GCTGACCAAG
ACCTGATCCT
CTGAGACAGG
TCCTCCTTGT
TCCCCCCAAR
ACATGTGTGG
CTGGTACGTG
AGGAGCAGTA
CATCAGGATT
GGCTCTGCCT
CTAGAGAGCC
AAGAATCAGE
TATCGCTGTG
CCACCCCTCC
CTGACCGTGG
CGTGATGCAC
TGTCTCCTGG
TCTAGAGGGC
TTGCCAGCCH
AAGGTGCCAC
CATTGTCTGA
CAGCAAGGGG
TGGGCTCTAT
TATCCCCACG
TACGCGCAGC
TCGCTTTCTT
GCTCTAAATC
CCTCGACCCC
CGCCCTGATA
AATAGTGGAC
CTATTCTTTT
AAAATGAGCT
TGTGTCAGTT
ATGCAAAGCA
AGGCTCCCCA
CAACCATAGT
AGTTCCGCCC
AGAGGCCGAG
GCTTTTTTGG
TCCATTTTCG
TGAACAAGAT
TATTCGGCTA

CAAGACCCAG
CCAACATCAC
ACCTGGCAGG
CGAGCTGCGG
TGAAGGACCT
AGACACGTGG
GAGCGAGTGG
GCCCTCCTGC
CCGGTGCCTC
GCCCCTGACC
ATGGCATCAG
GAGAGCAGCA
GGCCGAGAAG
TGETGAAGAT
CTGCAGARACC
GAGCACCAAR
ACGCCATCAC
CTGCAGGCCC
GCGGAGCTTC
CGGCCGCAGA
CCTGCTCCTG
GCCTAAGGAT
TGETGGATGT
GATGGCGTGE
CAACTCCACC
GGCTGAACGG
GCTCCTATCG
TCAGGTGTAC
TGTCCCTGAC
GAGTGGGAGT
TGTGCTGGAT
ACAAGTCTAG
GAGGCTCTGC
CAAGTGAGGA
CCGTTTAAAC
TCTGTTGTTT
TCCCACTGTC
GTAGGTGTCA
GAGGATTGGG
GGCTTCTGAG
CGCCCTGTAG
GTGACCGCTA
CCCTTCCTTT
GGGGGCTCCC
AAARRAACTTG

ACCTTCCAGG
CGTGACCGCC
ACCCTCACAG
TACAGGGCCG
GCAGCACCAC
TGCAGCTGAG
TCCCCCGAGT
TCETGGAGGA
CCGECGAGGA
AGCAGCGAGHA
CGCCCTGAGA
AGGAGGCCCT
GACGGCTGCT
CATCACCGGC
GCTTCGAGAG
GTGCTGATCC
CACCCCCGAT
AGAATCAGTG
AAGGAGTTTC
GTTCAGATCC
AGGCTGAGEE
ACCCTGATGA
GTCTCATGAG
AGGTGCACAR
TACAGAGTGG
CAAGGAGTAC
ARAARAGACCAT
ACACTGCCTC
CTGTCTGGETG
CTAATGGCCA
TCTGACGGCT
ATGGCAGCAG
ACAATCACTA
TCCACTAGTC
CCGCTGATCA
GCCCCTCCCC
CTTTCCTAAT
TTCTATTCTG
AAGACAATAG
GCGGAAAGAR
CGGCGCATTA
CACTTGCCAG
CTCGCCACGT
TTTAGGGTTC
ATTAGGGTGA

GACGGTTTTT
TCTTGTTCCA
GATTTATAAG
GATTTARCAR
AGGGTETGGEA
TGCATCTCAR
GCAGGCAGAR
CCCGCCCCTRA
ATTCTCCGCC
GCCGCCTCTG
AGGCCTAGEC
GATCTGATCRA
GGATTGCACG
TGACTGGGCA

CECCCTTTGA
ARCTGGAACHE
GGATTTTGCC
ARATTTAACG
ARAGTCCCCAG
TTAGTCAGCHE
GTATGCARAAG
ACTCCGCCCR
CCATGGCTGR
CCTCTGAGCT
TTTTGCAARAR
AGAGACAGGHE
CAGGTTCTCC
CAACAGACAR
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TCGGCTGCTC
GTTCTTTTTG
CGAGGCAGCG
CTGTGCTCGA
GAAGTGCCGE
AGTATCCATC
CTACCTGCCC
ACTCGGATGG
TCAGGGGCTC
CCGACGGCGA
ATCATGGTGG
GGETGTGECGE
CTGAAGAGCT
ATCGCCGCTC
GTTCTTCTGA
CAACCTGCCA
TGGGCTTCGE
GGGGATCTCA
TTATAATGGT
CATTTTTTTC
TCTTATCATG
ATGGTCATAG
ACAACATACG
GTGAGCTAAC
GGGAAACCTG
GAGGCGGTTT
CTGCGCTCGE
GGTAATACGG
GAGCARAAGE
GCGTTTTTCC
CTCAAGTCAG
TTCCCCCTGGE
ACCGGATACC
TAGCTCACGC
TGGGCTGTGT
GGTAACTATC
GGCAGCAGCC
CTACAGAGTT
GTATTTGGTA
TGGTAGCTCT
TTTGCAAGCA
TTGATCTTTT
AGGGATTTTG
TARATTAARR
TGGTCTGACA
CTGTCTATTT
CTACGATACG
CGAGACCCAC
CGGAAGGGCC
AGTCTATTAA
AGTTTGCGCA
GTCGTTTGET
TTACATGATC
CCGATCGTTG
GGCAGCACTG
CTGTGACTGG
CGACCGAGTT
TAGCAGAACT
AACTCTCAAG

TGATGCCGCC
TCAAGACCGA
CGGCTATCGT
CGTTGTCACT
GGCAGGATCT
ATGGCTGATG
ATTCGACCAC
AAGCCGGTCT
GCGCCAGCCG
GGATCTCGTC
AAAATGGCCG
GACCGCTATC
TGECGGCGAA
CCGATTCGCA
GCGGGACTCT
TCACGAGATT
AATCGTTTTC
TGCTGGAGTT
TACAAATARAR
ACTGCATTCT
TCTGTATACC
CTGTTTCCTG
AGCCGGAAGC
TCACATTAAT
TCGTGCCAGC
GCGTATTGGG
TCGTTCGGCT
TTATCCACAG
CCAGCARAAAG
ATAGGCTCCG
AGGTGGCGAR
AAGCTCCCTC
TGTCCGCCTT
TGTAGGTATC
GCACGAACCC
GTCTITGAGTC
ACTGGTAACA
CTTGAAGTGG
TCTGCGCTCT
TGATCCGGCA
GCAGATTACG
CTACGGGGTC
GTCATGAGAT
ATGAAGTTTT
GTTACCAATG
CGTTCATCCA
GGAGGGCTTA
GCTCACCGGEC
GAGCGCAGARA
TTGTTGCCGG
ACGTTGTTGC
ATGGCTTCAT
CCCCATGTTG
TCAGAAGTAR
CATAATTCTC
TGAGTACTCA
GCTCTTGCCC
TTARAAGTGC
GATCTTACCG

GTGTTCCGGC
CCTGTCCGGET
GGCTGGCCAC
GARAGCGGGAR
CCTGTCATCT
CAATGCGGECGE
CAAGCGAARAC
TGTCGATCAG
AACTGTTCGC
GTGACCCATG
CTTTTCTGGA
AGGACATAGC
TGGGCTGACC
GCGCATCGCC
GGGGTTCGARA
TCGATTCCAC
CGGGACGCCGE
CTTCGCCCAC
GCAATAGCAT
AGTTGTGGTT
GTCGACCTCT
TGTGAAATTG
ATAAAGTGTA
TGCGTTGCGC
TGCATTAATG
CGCTCTTCCG
GCGGCGAGCE
AATCAGGGGA
GCCAGGAACC
CCCCCCTGAC
ACCCGACAGE
GTGCGCTCTC
TCTCCCTTCG
TCAGTTCGGT
CCCGTTCAGC
CAACCCGGTA
GGATTAGCAG
TGGCCTAACT
GCTGAAGCCA
AACARARCCAC
CGCAGAARRR
TGACGCTCAG
TATCAARAMG
AAATCAATCT
CTTAATCAGT
TAGTTGCCTG
CCATCTGGCC
TCCAGATTTA
GTGGTCCTGC
GAAGCTAGAG
CATTGCTACA
TCAGCTCCGG
TGCAARRAAMG
GTTGGCCGCA
TTACTGTCAT
ACCAAGTCAT
GGCGTCAATA
TCATCATTGG
CTGTTGAGAT

TGTCAGCGCA
GCCCTGAATG
GACGGGCGTT
GGGACTGGCT
CACCTTGCTC
GCTGCATACG
ATCGCATCGA
GATGATCTGG
CAGGCTCAAG
GCGATGCCTG
TTCATCGACT
GTTGGCTACC
GCTTCCTCGT
TTCTATCGCC
ATGACCGACC
CGCCGCCTTC
GCTGGATGAT
CCCRACTTGT
CACAAATTTC
TGTCCARACT
AGCTAGAGCT
TTATCCGCTC
AAGCCTGGEGEGE
TCACTGCCCG
AATCGGCCAR
CTTCCTCGCT
GTATCAGCTC
TAACGCAGGA
GTARAARMGEC
GAGCATCACA
ACTATARARAGH
CTGTTCCGAC
GGAAGCGTGG
GTAGGTCGTT
CCGACCGCTG
AGACACGACT
AGCGAGGTAT
ACGGCTACAC
GTTACCTTCG
CGCTGGETAGC
AAGGATCTCA
TGGAACGAAR
GATCTTCACC
AAAGTATATA
GAGGCACCTA
ACTCCCCGTC
CCAGTGCTGC
TCAGCAATAR
AACTTTATCC
TAAGTAGTTC
GGCATCGTGG
TTCCCAACGA
CGGTTAGCTC
GTGTTATCAC
GCCATCCGTA
TCTGAGAATA
CGGGATAATA
AAAMCGTTCT
CCAGTTCGAT

GGEECGCCCE
AACTGCAGGA
CCTTGCGCAG
GCTATTGGGC
CTGCCGAGAR
CTTGATCCGG
GCGAGCACGT
ACGAAGAGCA
GCGCGCATGC
CTTGCCGAAT
GTGGCCGGECT
CGTGATATTG
GCTTTACGET
TTCTTGACGA
AAGCGACGCC
TATGAAAGGT
CCTCCAGCGC
TTATTGCAGC
ACAAATARRG
CATCAATGTA
TGGCGTAATC
ACAATTCCAC
TGCCTAATGA
CTTTCCAGTC
CGCGCGEGEGA
CACTGACTCG
ACTCAAAGGC
AAGAACATGT
CGCGTTGCTG
AARAATCGACG
TACCAGGCGT
CCTGCCGCTT
CGCTTTCTCA
CGCTCCAAGC
CGCCTTATCC
TATCGCCACT
GTAGGCGGETG
TAGAAGARACH
GAAARAGAGT
GGTTTTTTTG
AGAAGATCCT
ACTCACGTTA
TAGATCCTTT
TGAGTAAACT
TCTCAGCGAT
GTGTAGATAR
AATGATACCG
ACCAGCCAGC
GCCTCCATCC
GCCAGTTAAT
TGTCACGCTC
TCAAGGCGAG
CTTCGGTCCT
TCATGGTTAT
AGATGCTTTT
GTGTATGCGE
CCGCGCCACA
TCGEEEGCGAR
GTAACCCACT



Anhang

7401
7451
7501
7551
7601
7651

CGTGCACCCA ACTGATCTTC AGCATCTTTT ACTTTCACCA GCGTITTCIGG
GTGAGCAAARA ACAGGAAGGC AAAATGCCGC AAAAAAGGGHA ATAAGGGCGA
CACGGAAATG TTGAATACTC ATACTCTTCC TTTTTCAATA TTATTGAAGC
ATTTATCAGG GTTATTGTCT CATGAGCGGA TACATATTTG AATGTATTTA
GARAAATARARA CAAATAGGGE TTCCGCGCAC ATTTCCCCGA AAAGTGCCAC

CTGACGTC

Abb. 8.2.3: Plasmidkarte pcDNA3.1-IT-6 GFP

51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751
801
851

100

GACGGATCGG
TGCTCTGATG
GGAGGTCGCT
GCTTGACCGA
CTGCTTCGCG
TAGTTATTAA
TGGAGTTCCG
CCCAACGACC
AACGCCAATA
AAACTGCCCA
CCTATTGACG
CATGACCTTA
TCGCTATTAC
TAGCGGTTTG
TGGGAGTTTG
ACAACTCCGC
GTCTATATAA
GCTTATCGARA

GAGATCTCCC
CCGCATAGTT
GAGTAGTGCG
CAATTGCATG
ATGTACGGGC
TAGTAATCAR
CGTTACATAR
CCCGCCCATT
GGGACTTTCC
CTTGGCAGTA
TCAATGACGG
TGGGACTTTC
CATGGTGATG
ACTCACGGGGE
TTTTGGCACC
CCCATTGACG
GCAGAGCTCT
ATTAATACGA

pPcDNA3.1-IL-6-GFP

6772 bp

Pilot limited to 199 sites.

GATCCCCTAT
AAGCCAGTAT
CGAGCAAAAT
AAGAATCTGC
CAGATATACG
TTACGGGGETC
CTTACGGTARA
GACGTCAATA
ATTGACGTCA
CATCAAGTGT
TARATGGCCC
CTACTTGGCA
CGGTTTTGGC
ATTTCCAAGT
AAAATCAACE
CARATGGECE
CTGGCTAACT
CTCACTATAG

GGTGCACTCT
CTGCTCCCTG
TTAARGCTACA
TTAGGGTTAG
CGTTGACATT
ATTAGTTCAT
ATGGCCCGCC
ATGACGTATG
ATGGGTGGAG
ATCATATGCC
GCCTGGCATT
GTACATCTAC
AGTACATCAR
CTCCACCCCA
GGACTTTCCA
GTAGGCGTGT
AGAGARACCCA
GGAGACCCAR

CAGTACAATC
CTTGTGTGTT
ACAAGGCAAG
GCGTTTTGCG
GATTATTGAC
AGCCCATATA
TGECTGACCG
TTCCCATAGT
TATTTACGET
AAGTACGCCC
ATGCCCAGTA
GTATTAGTCA
TGEECETGEA
TTGACGTCARA
AAATGTCGTA
ACGETGEGAG
CTGCTTACTG
GCTGGCTAGC



Anhang

901

951
1001
1051
1101
1151
1201
1251
1301
1351
1401
1451
1501
1551
1601
1651
1701
1751
1801
1851
1901
1951
2001
2051
2101
2151
2201
2251
2301
2351
2401
2451
2501
2551
2601
2651
2701
2751
2801
2851
2901
2051
3001
3051
3101
3151
3201
3251
3301
3351
3401
3451
3501
3551
3601
3651
3701
3751
3801

101

GTTTAAACTT
CCTTCGGTCC
GCCTTCCCTG
TTCCARAGAT
GAATTGACAR
AAGGAGACAT
GGCAGAAARMC
TCCAATCTGG
CTTTTGGAGT
TAGTGAGGAR
AGTTCCTGCA
CCRACCACAR
GCTGCAGGAC
TGCAGTCCAG
ATGGTGAGCA
CGAGCTGGAC
GCGAGGGCGA
ACCGGCAAGC
CGGCGTGCAG
TCTTCAAGTC
TTCAAGGACG
CGACACCCTG
ACGGCAACAT
GTCTATATCA
GATCCGCCAC
AGCAGARCAC
TACCTGAGCA
TCACATGGETC
TGGACGAGCT
AAACCCGCTG
GTTTGCCCCT
TGTCCTTTCC
GTCATTCTAT
TGGGAAGACA
TGAGGCGGAR
GTAGCGGCGC
GCTACACTTG
CTTTCTCGCC
TCCCTTTAGG
CTTGATTAGG
TTTTCGCCCT
TCCAAACTGG
TAAGGGATTT
ACAAARATTT
TGGAAAGTCC
TCAATTAGTC
AGAAGTATGC
CCTAACTCCG
CGCCCCATGG
TCTGCCTCTG
AGGCTTTTGC
ATCAAGAGAC
CACGCAGGTT
GGCACAACAG
CGCAGGGGECGE
AATGAACTGC
CGTTCCTTGC
GGCTGCTATT
GCTCCTGCCG

AAGCTTGGTA
AGTTGCCTTC
CCCCAGTACA
GTAGCCGCCC
ACARAATTCGG
GTAACAAGAG
AACCTGAACC
ATTCAATGAG
TTGAGGTATA
CAAGCCAGAG
GAARRAAGGCA
ATGCCAGCCT
ATGACAACTC
CCTGAGGGCT
AGGGCGAGGA
GGCGACGTARA
TGCCACCTAC
TGCCCGTGCC
TGCTTCAGCC
CGCCATGCCC
ACGGCAACTA
GTGAACCGCA
CCTGGGGCAC
TGGCCGACAR
AACATCGAGG
CCCCATCGGC
CCCAGTCCGC
CTGCTGGAGT
GTACAAGTAR
ATCAGCCTCG
CCCCCGTGCC
TAATAARATG
TCTGGEGEET
ATAGCAGGCA
AGARACCAGCT
ATTAAGCGCG
CCAGCGCCCT
ACGTTCGCCG
GTTCCGATTT
GTGATGGTTC
TTGACGTTGG
BAACRACACTC
TGCCGATTTC
AACGCGAATT
CCAGGCTCCC
AGCAACCAGG
AAAGCATGCA
CCCATCCCGC
CTGACTAATT
AGCTATTCCA
AAARAGCTCC
AGGATGAGGA
CTCCGGCCGC
ACAATCGGCT
CCCGGTTCTT
AGGACGAGGEC
GCAGCTGTGC
GGGCGAAGTG
AGARAGTATC

CCGCCACCAT
TCCCTGGEEC
CGTGCATATG
CACACAGACA
TACATCCTCG
TAACATGTGT
TTCCAARAGAT
GAGACTTGCC
CCTAGAGTAC
CTGTGCAGAT
AAGAATCTAG
GCTGACGAAG
ATCTCATTCT
CTTCGGCAAR
GCTGTTCACC
ACGGCCACAR
GGCAAGCTGA
CTGGCCCACC
GCTACCCCGA
GAAGGCTACG
CARAGACCCGC
TCGAGCTGARA
AAGCTGGAGT
GCAGAAGARAC
ACGGCAGCGT
GACGGCCCCG
CCTGAGCAAR
TCGTGACCGC
AGCGGECCGCT
ACTGTGCCTT
TTCCTTGACC
AGGAAATTGC
GEEETGEEEC
TGCTGGGEAT
GGGGCTCTAG
GCGGETGTGE
AGCGCCCGCT
GCTTTCCCCG
AGTGCTTTAC
ACGTAGTGGGE
AGTCCACGTT
AACCCTATCT
GGCCTATTGG
AATTCTGTGG
CAGCAGGCAG
TGTGGAAAGT
TCTCAATTAG
CCCTAACTCC
TTTTTTATTT
GAAGTAGTGA
CGGGAGCTTG
TCGTTTCGCA
TTGGETGEAG
GCTCTGATGC
TTTGTCAAGA
AGCGCGGCTA
TCGACGTTGT
CCGGGGCAGE
CATCATGGCT

GARCTCCTTC
TGCTCCTGGET
CCAGTACCCC
GCCACTCACC
ACGGCATCTC
GAARGCAGCA
GGCTGAARAR
TGGTGARAAT
CTCCAGAACAE
GAGTACARAAR
ATGCAATAAC
CTGCAGGCAC
GCGCAGCTTT
TGGATCCACC
GGGETGETGC
GTTCAGCGTG
CCCTGAAGTT
CTCGTGACCA
CCACATGAAG
TCCAGGAGCG
GCCGAGGTGA
GGGCATCGAC
ACAACTACAR
GGCATCAAGG
GCAGCTCGCC
TGCTGCTGCC
GACCCCAACG
CGCCGGGATC
CGAGTCTAGA
CTAGTTGCCA
CTGGAAGGTG
ATCGCATTGT
AGGACAGCAR
GCGETGGECT
GGGGTATCCC
TGGTTACGCG
CCTTTCGCTT
TCAAGCTCTA
GGCACCTCGA
CCATCGCCCT
CTTTAATAGT
CGGTCTATTC
TTARRARATG
AATGTGTGTC
AAGTATGCARA
CCCCAGGCTC
TCAGCARACCA
GCCCAGTTCC
ATGCAGAGGC
GGAGGCTTTT
TATATCCATT
TGATTGAACA
AGGCTATTCG
CGCCGTGTTC
CCGACCTGTC
TCGETGECTGE
CACTGAAGCG
ATCTCCTGTC
GATGCAATGC

TCCACAAGCG
GTTGCCTGCT
CAGGAGARAGHA
TCTTCAGAAC
AGCCCTGAGA
AAGAGGCACT
GATGGATGCT
CATCACTGGT
GATTTGAGAG
GTCCTGATCC
CACCCCTGAC
AGAACCAGTG
AAGGAGTTCC
GGTCGCCACC
CCATCCTGGET
TCCGECGAGTE
CATCTGCACC
CCCTGACCTA
CAGCACGACT
CACCATCTTC
AGTTCGAGGG
TTCAAGGAGG
CAGCCACARAC
TGAACTTCAR
GACCACTACC
CGACARACCAC
AGAAGCGCGA
ACTCTCGGCA
GGGCCCGTTT
GCCATCTGTT
CCACTCCCAC
CTGAGTAGGT
GGGGGAGGAT
CTATGGCTTC
CACGCGCCCT
CAGCGTGACC
TCTTCCCTTC
AATCGEGEEC
CCCCAARARRAR
GATAGACGET
GGACTCTTGT
TTTTGATTTA
AGCTGATTTA
AGTTAGGGTG
AGCATGCATC
CCCAGCAGGC
TAGTCCCGCC
GCCCATTCTC
CGAGGCCGCC
TTGGAGGCCT
TTCGGATCTG
AGATGGATTG
GCTATGACTG
CGGCTGTCAG
CGETGCCCTG
CCACGACGGG
GGAAGGGACT
ATCTCACCTT
GGCGGCTGCA
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3851
3901
3951
4001
4051
4101
4151
4201
4251
4301
4351
4401
4451
4501
4551
4601
4651
4701
4751
4801
4851
4901
4951
5001
5051
5101
5151
5201
5251
5301
5351
5401
5451
5501
5551
5601
5651
5701
5751
5801
5851
5901
5951
6001
6051
6101
6151
6201
6251
6301
6351
6401
6451
6501
6551
6601
6651
6701
6751

102

TACGCTTGAT
TCGAGCGAGC
CTGGACGAAG
CAAGGCGCGC
CCTGCTTGCC
GACTGTGGCC
TACCCGTGAT
TCGTGCTTTA
CGCCTTCTTG
GACCAAGCGA
CTTCTATGAA
TGATCCTCCA
TTGTTTATTG
TTTCACAAAT
AACTCATCARA
AGCTTGECGT
GCTCACAATT
GGGGTGCCTA
CCCGCTTTCC
CCRACGCGCG
CGCTCACTGA
GCTCACTCARA
AGGAAAGARAC
AGGCCGCGTT
CACAARAATC
AAGATACCAG
CGACCCTGCC
GTGGCGCTTT
CGTTCGCTCC
GCTGCGCCTT
GACTTATCGC
GTATGTAGGC
ACACTAGAAG
TTCGGAAARR

CCGGCTACCT
ACGTACTCGG
AGCATCAGGG
ATGCCCGACG
GAATATCATG
GGCTGGGTGT
ATTGCTGAAG
CGGTATCGCC
ACGAGTTCTT
CGCCCAACCT
AGGTTGGGCT
GCGCGGGGAT
CAGCTTATARA
AAAGCATTTT
TGTATCTTAT
AATCATGETC
CCACACARACHE
ATGAGTGAGC
AGTCGGGARAR
GGGAGAGGCG
CTCGCTGCGC
AGGCGGTAAT
ATGTGAGCARA
GCTGGCGTTT
GACGCTCAAG
GCGTTTCCCC
GCTTACCGGA
CTCATAGCTC
AAGCTGGGCT
ATCCGGTAAC
CACTGGCAGC
GGTGCTACAG
AACAGTATTT
GAGTTGGTAG

TAGCGGTTTT
CTCAAGARAGH
GAAARCTCAC
CACCTAGATC
TATATGAGTR
CCTATCTCAG
CGTCGTGTAG
CTGCAATGAT
ATAARCCAGC
ATCCGCCTCC
GTTCGCCAGT
GTGGETGTCAC
ACGATCAAGG
GCTCCTTCGG
TCACTCATGG
CGTAAGATGEC
AARTAGTGTAT
AARTACCGCGEC
TTCTTCGGEE
CGATGTAACC
ACCAGCGTTT
GGGAATAAGS
AATATTATTG
TTTGAATGTRA
CCGAAAAGTG

TTTGTTTGCA
TCCTTTGATC
GTTAAGGGAT
CTTTTARATT
AARCTTGGTCT
CGATCTGTCT
ATARCTACGH
ACCGCGAGAC
CAGCCGGAAG
ATCCAGTCTA
TAATACGTTTG
GCTCGTCGTT
CGAGTTACAT
TCCTCCGATC
TTATGECAGC
TTTTCTGTGA
GCGGCEACCE
CACATAGCAG
CGARARACTCT
CACTCGETGCA
CTGGGTGAGC
GCGACACGGR
ARGCATTTAT
TTTAGARAAR
CCACCTGACG

GCCCATTCGRA
ATGGAAGCCG
GCTCGCGCCA
GCGAGGATCT
GTGGAARATG
GGCGGACCGC
AGCTTGGCGGE
GCTCCCGATT
CTGAGCGGGA
GCCATCACGA
TCGGAATCGT
CTCATGCTGG
TGGTTACAAR
TTTCACTGCA
CATGTCTGTA
ATAGCTGTTT
TACGAGCCGE
TAACTCACAT
CCTGTCGTGC
GTTTGCGTAT
TCGGTCGTTC
ACGGTTATCC
AAGGCCAGCA
TTCCATAGGC
TCAGAGGTGG
CTGGAAGCTC
TACCTGTCCG
ACGCTGTAGG
GTGTGCACGA
TATCGTCTTG
AGCCACTGGET
AGTTCTTGAA
GGTATCTGCG
CTCTTGATCC
AGCAGCAGAT
TTTTCTACGG
TTTGGETCATG
AAAAATGARMG
GACAGTTACC
ATTTCGTTCA
TACGGGAGGE
CCACGCTCAC
GGCCGAGCGC
TTAATTGTTG
CGCAACGTTG
TGGTATGGCT
GATCCCCCAT
GTTGTCAGARA
ACTGCATAAT
CTGGTGAGTA
AGTTGCTCTT
AACTTTAAAR
CAAGGATCTT
CCCAACTGAT
AARARARACAGGRA
AATGTTGAAT
CAGGGTTATT
TARACAAATA
TC

CCACCARAGCG
GTCTTGTCGA
GCCGAACTGT
CGTCGTGACC
GCCGCTTTTC
TATCAGGACA
CGAATGGGCT
CGCAGCGCAT
CTCTGGGETT
GATTTCGATT
TTTCCGGGAC
AGTTCTTCGC
TAARGCAATA
TTCTAGTTGT
TACCGTCGAC
CCTGTGTGAA
AAGCATARAAG
TAATTGCGTT
CAGCTGCATT
TGEGCGCTCT
GGCTGCGGCE
ACAGAATCAG
AAAGGCCAGE
TCCGCCCCCC
CGARAACCCGA
CCTCGTGCGC
CCTTTCTCCC
TATCTCAGTT
ACCCCCCGTT
AGTCCAACCC
AACAGGATTA
GTGGTGGCCT
CTCTGCTGAA
GGCAAACARAR
TACGCGCAGA
GGTCTGACGC
AGATTATCARA
TTTTAAATCA
AATGCTTAAT
TCCATAGTTG
CTTACCATCT
CGGCTCCAGA
AGARAGTGETC
CCGGGAAGCT
TTGCCATTGC
TCATTCAGCT
GTTGTGCAARA
GTAAGTTGGC
TCTCTTACTG
CTCAACCAAG
GCCCGGECGTC
GTGCTCATCA
ACCGCTGTTG
CTTCAGCATC
AGGCAARATG
ACTCATACTC
GTCTCATGAG
GGGETTCCGC

ARACATCGCA
TCAGGATGAT
TCGCCAGGCT
CATGGCGATG
TGGATTCATC
TAGCGTTGGEC
GACCGCTTCC
CGCCTTCTAT
CGAARATGACC
CCACCGCCGC
GCCGGCTGGEA
CCACCCCAAC
GCATCACAAR
GGTTTGTCCA
CTCTAGCTAG
ATTGTTATCC
TGTARAGCCT
GCGCTCACTG
AATGAATCGG
TCCGCTTCCT
AGCGGTATCA
GGGATAACGC
AACCGTAARAR
TGACGAGCAT
CAGGACTATA
TCTCCTGTTC
TTCGGGARAGC
CGGTGTAGET
CAGCCCGACC
GGTAAGACAC
GCAGAGCGAG
AACTACGGCT
GCCAGTTACC
CCACCGCTGG
ARAARAARAGGAT
TCAGTGGAAC
ARAAGGATCTT
ATCTAAAGTA
CAGTGAGGCA
CCTGACTCCC
GGCCCCAGTG
TTTATCAGCA
CTGCAACTTT
AGAGTAAGTA
TACAGGCATC
CCGGTTCCCA
AAAGCGETTA
CGCAGTGTTA
TCATGCCATC
TCATTCTGAG
AATACGGGAT
TTGGAAARACG
AGATCCAGTT
TTTTACTTTC
CCGCAARRRR
TTCCTTTTTC
CGGATACATA
GCACATTTCC
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Abb. 8.2.4: Plasmidkarte pcDNA3.1-sIL-6R

51
101
151
201
251
a0
351
401
451
501
551
601
651
701
751
801
851
a1
951

1001
1051
1101
1151
1201
1251
1301
1351
1401

103
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Fad - 1787 - ddCannnsi T ahnasans sdms
Tadiil - W7TE - GAle's_&CTC

Sl « 339  TOECCA

ACAATCTGCT
TGTGTTGGAG

TTTGCGCTGC
ATTGACTAGT
CATATATGGA
TGACCGCCCA
CATAGTAACG
TACGGTAAAC
ACGCCCCCTA
CCAGTACATG
TAGTCATCGC
CGTGGATAGC
CGTCAATGGG
GTCGTAACARA
TGGGAGGTCT
TTACTGGCTT
GCTAGCGTTT
AGGTCGAGAT
TGACACTGAG
AGGGACTCGC
CCCCGGGGECC
CACCCCTGCC
GAGTGGTAGC
CTGCCCTGCT
GCGCAGGAGE
GACTCTGACC
GGGTGCTCAG

§7E0 - GETCT N e _

bl - SO0 - GADws_wwGT O
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G - 4187 - AKEG_TT
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Bl . 3k » & CECEE
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el - B0 - GECG OC

Tisasl - B8 - OO L
Bealll - 1336 » CaATos waaTC - dum ity bosted

GATCGGGAGA
CTGATGCCGC
GTCGCTGAGT
GACCGACAAT
TTCGCGATGT
TATTAATAGT
GTTCCGCGTT
ACGACCCCCG
CCAATAGGGA
TGCCCACTTG
TTGACGTCAA
ACCTTATGGG
TATTACCATG
GGTTTGACTC
AGTTTGTTTT
CTCCGCCCCA
ATATAAGCAG
ATCGAAATTA
AAACTTARGC
CCATTGTGCT
CCGGGCCAGA
AGTGTGTGTA
TGAGCCCGCC
GCCCGGETTCC

GGCCGCGCCGE

TGCCCGEGEGEE
GAAGCCGGCT

T
ATT

D
g
. S S

Egll -1k - KGATE T
W&

CATE &

AGTGCGCGAG
TGCATGAAGA
ACGGGCCAGA
AATCAATTAC
ACATAACTTA
CCCATTGACG
CTTTCCATTG
GCAGTACATC
TGACGGTAAR
ACTTTCCTAC
GTGATGCGET
ACGGGGATTT
GGCACCAARR
TTGACGCAAR
AGCTCTCTGE
ATACGACTCA
TTGCATGCCA
CTAAAGTCAT
GGGAGAGGAG
GAGAGCCGGE
TGCCCGCCCA
CATTAGCCTG
GCATGCTGGC
GGAGCGGCGC
CGTGCTGACC
TAGAGCCGGA
GCAGGCTCCC

i
BRI GAT AT

CACTCTCAGT
TCCCTGCTTG
GCTACAACAR
GGTTAGGCGT
GACATTGATT
GTTCATAGCC
CCOGCCTGGC
CGTATGTTCC
GTGGAGTATT
TATGCCAAGT
GGCATTATGC
ATCTACGTAT
CATCAATGGG
ACCCCATTGA
TTTCCAARAT
GCGTGTACGE
ARACCCACTGC
ACCCAAGCTG
GGGCCCCTGC
GAAGTCGCAC
CECGGEEECCGE
TGEEEEECTGC
CCGCCCCTGC
CGGGACCATG
GCGCTGCTGE
GCGCTGCCCT
GAGACAGCGT
ACTGTTCACT
ATGGECTGEC

<

0 Tad G0
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1451
1501
1551
1601
1651
1701
1751
1801
1851
1901
1951
2001
2051
2101
2151
2201
2251
2301
2351
2401
2451
2501
2551
2601
2651
2701
2751
2801
2851
2901
2051
3001
3051
3101
3151
3201
3251
3301
3351
3401
3451
3501
3551
3601
3651
3701
3751
3801
3851
3901
3951
4001
4051
4101
4151
4201
4251
4301
4351

104

ATGGGAMGGA
CTATTCATGC
TGGATGTTCC
CTCAGCAATG
GACAARAGGCT
ACTTCCAGGA
CAGTTAGCAG
CGTCGCCAGT
GTTGTGGAAT
GTGGCCAGAR
CTGGAACTCA
AACGGETCAAR
TGTGTCATCC
TGCCCAGGAG
CCATGGGCAC
AACCCGCTGA
TTTGCCCCTC
GTCCTTTCCT
TCATTCTATT
GGGAAGACAR
GAGGCGGARAR
TAGCGGCGCA
CTACACTTGC
TTTCTCGCCA
CCCTTTAGGG
TTGATTAGGG
TTTCGCCCTT
CCRAACTGGA
AAGGGATTTT
CARAAATTTA
GGAAAGTCCC
CAATTAGTCA
GAAGTATGCA
CTARACTCCGC
GCCCCATGGC
CTGCCTCTGA
GGCTTTTGCA
TCAAGAGACA
ACGCAGGTTC
GCACAACAGA
GCAGGGGCGC
ATGAACTGCA
GTTCCTTGCG
GCTGCTATTG
CTCCTGCCGA
ACGCTTGATC
CGAGCGAGCA
TGGACGAAGA
AAGGCGOGCA
CTGCTTGCCG
ACTGTGECCG
ACCCGTGATA
CGTGCTTTAC
GCCTTCTTGA
ACCAAGCGAC
TTCTATGAAR
GATCCTCCAG
TGTTTATTGC
TTCACAAATA

GGCTGCTGCT
TACCGGGCCG
CCCCGAGGAG
TTGTTTGTGA
GTGCTCTTGG
GCCGTGCCAG
TCCCGGAGGG
AGTGTCGGGA
CTTGCAGCCT
ACCCCCGCTG
TCTTTCTACA
GACATTCACA
ACGACGCCTG
GAGTTCGGGEC
GCCTTGGTAA
TCAGCCTCGA
CCCCGTGCCT
AATARARAATGA
CTGGGEGETG
TAGCAGGCAT
GAACCAGCTG
TTAAGCGCGG
CAGCGCCCTA
CGTTCGCCGG
TTCCGATTTA
TGATGGETTCA
TGACGTTGGA
ACAACACTCA
GCCGATTTCG
ACGCGAATTA
CAGGCTCCCC
GCAACCAGGET
AAGCATGCAT
CCATCCCGCC
TGACTAATTT
GCTATTCCAG
AAARMGCTCCC
GGATGAGGAT
TCCGGCCGCT
CAATCGGCTG
CCGGTTCTTT
GGACGAGGCA
CAGCTGTGCT
GGCGAAGTGC
GAAAGTATCC
CGGCTACCTG
CGTACTCGGA
GCATCAGGGG
TGCCCGACGG
AATATCATGG
GCTGGETGTG
TTGCTGAAGA
GGTATCGCCG
CGAGTTCTTC
GCCCAACCTG
GGTTGGGCTT
CGCGGGGATC
AGCTTATAAT
AAGCATTTTT

GAGGTCGGTG
GCCGCCCAGC
CCCCAGCTCT
GTGGEETCCT
TGAGGAAGTT
TATTCCCAGG
AGACAGCTCT
GCAAGTTCAG
GATCCGCCTG
GCTCAGTGTC
GACTACGGETT
ACATGGATGG
GAGCGGCCTG
AAGGCGAGTG
GCGGCCGCTC
CTGTGCCTTC
TCCTTGACCC
GGAAATTGCA
GGETGGGGECA
GCTGGGGATG
GGGCTCTAGG
CGGGTGTGET
GCGCCCGCTC
CTTTCCCCGT
GTGCTTTACG
CGTAGTGGGC
GTCCACGTTC
ACCCTATCTC
GCCTATTGGT
ATTCTGTGGA
AGCAGGCAGA
GTGGAAAGTC
CTCAATTAGT
CCTAACTCCG
TTTTTATTTA
ARGTAGTGAG
GGGAGCTTGT
CGTTTCGCAT
TGEETGEAGA
CTCTGATGCC
TTGTCAAGAC
GCGCGGCTAT
CGACGTTGTC
CGGGGCAGGA
ATCATGGCTG
CCCATTCGAC
TGGAAGCCGE
CTCGCGCCAG
CGAGGATCTC
TGGAARATGE
GCGGACCGCT
GCTTGGCGEC
CTCCCGATTC
TGAGCGGGAC
CCATCACGAG
CGGAATCGTT
TCATGCTGGA
GGTTACAAAT
TTCACTGCAT

CAGCTCCACG
TGEGACTGTG
CCTGCTTCCG
CGGAGCACCC
TCAGAACAGT
AGTCCCAGARA
TTCTACATAG
CAARACTCAR
CCAACATCAC
ACCTGGCAAG
TGAGCTCAGA
TCAAGGACCT
AGGCACGTGG
GAGCGAGTGG
GAGTCTAGAG
TAGTTGCCAG
TGGAAGGTGC
TCGCATTGTC
GGACAGCAAG
CGGETGGGCTC
GGGTATCCCC
GGTTACGCGC
CTTTCGCTTT
CAAGCTCTARA
GCACCTCGAC
CATCGCCCTG
TTTAATAGTG
GGTCTATTCT
TAARAARTGA
ATGTGTGTCA
AGTATGCAAR
CCCAGGCTCC
CAGCAACCAT
CCCAGTTCCG
TGCAGAGGCC
GAGGCTTTTT
ATATCCATTT
GATTGAACAR
GGCTATTCGG
GCCGTGTTCC
CGACCTGTCC
CGTGGCTGGEC
ACTGAAGCGGE
TCTCCTGTCA
ATGCAATGCG
CACCAAGCGA
TCTTGTCGAT
CCGAACTGTT
GTCGTGACCC
CCGCTTTTCT
ATCAGGACAT
GAATGGGCTG
GCAGCGCATC
TCTGGGETTC
ATTTCGATTC
TTCCGGGACG
GTTCTTCGCC
AAAGCAATAG
TCTAGTTGTG

ACTCTGGAAR
CACTTGCTGG
GAAGAGCCCC
CATCCCTGAC
CCGGCCGAAG
GTTCTCCTGC
TGTCCATGTG
ACCTTTCAGG
AGTCACTGCC
ACCCCCACTC
TATCGGGCTG
CCAGCATCAC
TGCAGCTTCG
AGCCCGGAGG
GGCCCGTTTA
CCATCTGTTG
CACTCCCACT
TGAGTAGGTG
GGGGAGGATT
TATGGCTTCT
ACGCGCCCTG
AGCGTGACCG
CTTCCCTTCC
ATCGGEGGECT
CCCARARARAC
ATAGACGGETT
GACTCTTGTT
TTTGATTTAT
GCTGATTTAA
GTTAGGGTGT
GCATGCATCT
CCAGCAGGCA
AGTCCCGCCC
CCCATTCTCC
GAGGCCGCCT
TGGAGGCCTA
TCGGATCTGA
GATGGATTGC
CTATGACTGG
GGCTGTCAGC
GGTGCCCTGA
CACGACGGGC
GAAGGGACTG
TCTCACCTTG
GCGGCTGCAT
AACATCGCAT
CAGGATGATC
CGCCAGGCTC
ATGGCGATGC
GGATTCATCG
AGCGTTGECT
ACCGCTTCCT
GCCTTCTATC
GAAATGACCG
CACCGCCGCC
CCGGCTGGAT
CACCCCAACT
CATCACARAT
GTTTGTCCAA
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ACTCATCAAT
GCTTGGCGTA
CTCACAATTC
GGGTGCCTAA
CCGCTTTCCA
CAACGCGCGGE
GCTCACTGAC
CTCACTCAAR
GGAAAGARACH
GGCCGCGTTG
ACAAARAATCG
AGATACCAGG
GACCCTGCCG
TGGCGCTTTC
GTTCGCTCCA
CTGCGCCTTA
ACTTATCGCC
TATGTAGGCG
CACTAGAAGA
TCGGARAAAMG

GTATCTTATC
ATCATGGTCA
CACACARMCAT
TGAGTGAGCT
GTCGGGAAAC
GGAGAGGCGG
TCGCTGCGCT
GGCGGTAATA
TGTGAGCAAR
CTGGCGTTTT
ACGCTCAAGT
CGTTTCCCCC
CTTACCGGAT
TCATAGCTCA
AGCTGGGCTG
TCCGGTAACT
ACTGGCAGCA
GTGCTACAGA
ACAGTATTTG
AGTTGGTAGC

AGCGGTTTTT
TCAAGAAGAT
ARRACTCACG
ACCTAGATCC
ATATGAGTAR
CTATCTCAGC
GTCGTGTAGRE
TGCAATGATRE
TAAACCAGCC
TCCGCCTCCRA
TTCGCCAGTT
TGETGTCACG
CGATCAAGGC
CTCCTTCGGT
CACTCATGGT
GTAAGATGCT
ATAGTGTATG
ATACCGCGCC
TCTTCGEGEC
GATGTAACCC
CCAGCGTTTC
GGAATAAGGS
ATATTATTGRE
TTGAATGTAT
CGAARAGTGC

TTGTTTGCAR
CCTTTGATCT
TTAAGGGATT
TTTTAAATTRA
ACTTGETCTG
GATCTGTCTA
TAACTACGAT
CCGCGAGACC
AGCCGEAAGG
TCCAGTCTAT
AATAGTTTGEC
CTCGTCGTTT
GAGTTACATG
CCTCCGATCG
TATGGCAGCA
TTTCTGTGAC
CGECGACCGA
ACATAGCAGH
GAARACTCTC
ACTCGTGCAC
TGEETGEAGCA
CGACACGGAR
AGCATTTATC
TTAGARARAAT
CACCTGACGET

ATGTCTGTAT
TAGCTGTTTC
ACGAGCCGGA
AACTCACATT
CTGTCGTGCC
TTTGCGTATT
CGETCGTTCG
CGGTTATCCA
AGGCCAGCAR
TCCATAGGCT
CAGAGGTGGC
TGGAAGCTCC
ACCTGTCCGC
CGCTGTAGGT
TGTGCACGARA
ATCGTCTTGA
GCCACTGGETA
GTTCTTGAAG
GTATCTGCGC
TCTTGATCCG
GCAGCAGATT
TTTCTACGGG
TTGGTCATGA
AAAATGAAGT
ACAGTTACCA
TTTCGTTCAT
ACGGGAGGGEC
CACGCTCACC
GCCGAGCGCA
TAATTGTTGC
GCAACGTTGT
GGTATGGCTT
ATCCCCCATG
TTGTCAGAAG
CTGCATAATT
TGGTGEAGTAC
GTTGCTCTTG
ACTTTAAAAG
AAGGATCTTA
CCAACTGATC
AARMACAGGAR
ATGTTGAATA
AGGGTTATTG
AAACARATAG
C

ACCGTCGACC
CTGTGTGAAR
AGCATARAGT
AATTGCGTTG
AGCTGCATTA
GGGCGCTCTT
GCTGCGGCGA
CAGAATCAGG
AAGGCCAGGA
CCGCCCCCCT
GAARCCCGAC
CTCGTGCGCT
CTTTCTCCCT
ATCTCAGTTC
CCCCCCGTTC
GTCCAACCCG
ACAGGATTAG
TGETGGCCTA
TCTGCTGAAG
GCARACRARAC
ACGCGCAGARA
GTCTGACGCT
GATTATCAAR
TTTAAATCAR
ATGCTTAATC
CCATAGTTGC
TTACCATCTG
GGCTCCAGAT
GAAGTGGTCC
CGGGAAGCTA
TGCCATTGCT
CATTCAGCTC
TTGTGCAAAR
TAAGTTGGCC
CTCTTACTGT
TCAACCARAGT
CCCGGCGTCA
TGCTCATCAT
CCGCTGTTGA
TTCAGCATCT
GGCAAARATGC
CTCATACTCT
TCTCATGAGC
GGETTCCGCG

TCTAGCTAGR
TTGTTATCCG
GTAAAGCCTG
CGCTCACTGC
ATGAATCGGC
CCGCTTCCTC
GCGGTATCAG
GGATAACGCA
ACCGTAARARR
GACGAGCATC
AGGACTATAR
CTCCTGTTCC
TCGGGAAGCG
GGTGTAGGTC
AGCCCGACCG
GTAAGACACG
CAGAGCGAGG
ACTACGGCTA
CCAGTTACCT
CACCGCTGET
ARARAARAGGATC
CAGTGGAACG
AAGGATCTTC
TCTARAGTAT
AGTGAGGCAC
CTGACTCCCC
GCCCCAGTGC
TTATCAGCAR
TGCAACTTTA
GAGTAAGTAG
ACAGGCATCG
CGGTTCCCARA
AAGCGGTTAG
GCAGTGTTAT
CATGCCATCC
CATTCTGAGA
ATACGGGATA
TGGARAACGT
GATCCAGTTC
TTTACTTTCA
CGCARAARRRAG
TCCTTTTTCA
GGATACATAT
CACATTTCCC
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Abb. 8.2.5: Plasmidkarte pcDNA3.1-Hyper-IL-6-Fc SeqL.1 (+ 42 AS)
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i -
Enblll 1

GACGGATCGG
TGCTCTGATG
GGAGGTCGCT
GCTTGACCGA
CTGCTTCGCG
TAGTTATTAA
TGGAGTTCCG
CCCAACGACC
AACGCCAATA
AAACTGCCCA
CCTATTGACG
CATGACCTTA
TCGCTATTAC
TAGCGGTTTG
TGGGAGTTTG
ACAACTCCGC
GTCTATATAA
GCTTATCGARA
GTTTAAACTT
CCGCCCTCCT
GCCCAGGAAG
GACCCTGACC
GGGTGCTGAG
ATGGECAGGA
CTACAGCTGC
TGGACGTGCC
CTGAGCAACG
CACCAAGGCC
ATTTCCAGGA

[
b . DO O

Sl - 401 - GTOGA, T
Spalil . Gy TN OO

Bl - 4315 -TCATD A
Tepl - A03d - AATRTT
| TT

GAGATCTCCC
CCGCATAGTT
GAGTAGTGCG
CAATTGCATG
ATGTACGGGEC
TAGTAATCARA
CGTTACATAA
CCCGCCCATT
GGGACTTTCC
CTTGGCAGTA
TCAATGACGG
TGGGACTTTC
CATGGTGATG
ACTCACGGGG

CCCATTGACG
GCAGAGCTCT
ATTAATACGA
AAGCTTGCCA
GGCTGCCCCT

TGCCCTGGCG
AAAGCCTGCC
GACTGCTGCT

CCCCGAGGAG
TGETGTGTGA
GTGCTGCTGG
GCCCTGCCAG

P ] .;:.1-:__.-‘_
AR

pcDMAZ.1-HyperL-5-FeSeqLirev.PDW

8403 bp

50T
Ed 1580 . OG0T C

Hagl _i343

GATCCCCTAT
AAGCCAGTAT
CGAGCAAAAT
AAGAATCTGC
CAGATATACG
TTACGGGGETC
CTTACGGTARA
GACGTCAATA
ATTGACGTCA
CATCAAGTGT
TARATGGCCC
CTACTTGGCA
CGGTTTTGGC
ATTTCCAAGT
AAAATCAACE
CARATGGECE
CTGGCTAACT
CTCACTATAG
CCATGCTGGC
GGCGCAGCGC
CGTGCTGACC
TGGAGCCCGA
GCCGGAAGCC
GAGAAGCGTG
GCAGACCTGC
CCTCAGCTGA
GTGGEGCCCC
TGAGGAAGTT
TACAGCCAGE

3 - CAD_ ' T
MP - 14 - CARTT_G
Korad - 20t - THICOR
Nl - 126

Fmal - 3
EA -0 -T

GGTGCACTCT
CTGCTCCCTG
TTAARGCTACA
TTAGGGTTAG
CGTTGACATT
ATTAGTTCAT
ATGGCCCGCC
ATGACGTATG
ATGGGTGGAG
ATCATATGCC
GCCTGGCATT
GTACATCTAC
AGTACATCAR
CTCCACCCCA
GGACTTTCCA
GTAGGCGTGT
AGAGARACCCA
GGAGACCCAR
AGTGGECTGC
TGECCCCCAG
AGCCTGCCCG
GGACAACGCC
ACCCCAGCAG
CAGCTCCACG
CGGCACCGTG
GCTGCTTCAG
AGARAGCACCC
CCAGAACAGC
AGAGCCAGAR

A0 - CTTRAG
BTl 11 . LT T

FauM - M) - QAT sA T - s oy !
oo ¢

CAGTACAATC
CTTGTGTGTT
ACAAGGCAAG
GCGTTTTGCG
GATTATTGAC
AGCCCATATA
TGECTGACCG
TTCCCATAGT
TATTTACGET
AAGTACGCCC
ATGCCCAGTA
GTATTAGTCA
TGEECETGEA
TTGACGTCARA
AAATGTCGTA
ACGETGEGAG
CTGCTTACTG
GCTGGCTAGC
GCCCTGCTGE
AAGATGCCCT
GCGACAGCGT
ACCGTGCACT
ATGGECCGEC
ACAGCGGCAR
CACCTCCTGG
GAAGAGCCCC
CCAGCCTGAC
CCTGCCGAGG
GTTCAGCTGC
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CAGCTGGCCG
CGTGGCCAGC
GCTGCGGCAT
GTGGCCAGAR
CTGGAACAGC
AGAGARAGCAR
TGCGTGATCC
AGCCCAGGAG
CCATGGGCAC
GGGGGECAGCGE
TGGTGGAATT
GACTGTGCCT
CTTCCTTGAC
GAGGARATTG
TGEEETGEEE
ATGCTGGEEGEA
TGGGGCTCTA
GGCGGEETGTG
TAGCGCCCGC
GGCTTTCCCC
TAGTGCTTTA
CACGTAGTGG
GAGTCCACGT
CAACCCTATC
CGGCCTATTG
TAATTCTGTG
CCAGCAGGCA
GTGTGGAAAG
ATCTCAATTA
CCCCTAACTC
TTTTTTTATT
AGAAGTAGTG
CCGGGAGCTT
ATCGTTTCGC
CTTGGGTGGA
TGCTCTGATG
TTTTGTCAAG
CAGCGCGGECT
CTCGACGTTG
GCCGGGGCAG
CCATCATGGC
TGCCCATTCG
GATGGAAGCC
GGCTCGCGCC
GGCGAGGATC
GGTGGAAAAT
TGGCGGACCE
GAGCTTGGCG
CGCTCCCGAT
TCTGAGCGGE
TGCCATCACG
TTCGGAATCG
TCTCATGCTG
ATGGTTACARA
TTTTCACTGC
TCATGTCTGT
CATAGCTGTT
ATACGAGCCG
CTARACTCACA

TGCCCGAGTG
TCTGTGGGCA
CCTGCAGCCC
ATCCTAGATG
TCCTTCTACC
GACCTTTACC
ACGACGCCTG
GAGTTCGGCC
CCCCTGGACC
GCGGAGGAGG
TCGAGTCTAG
TCTAGTTGCC
CCTGGAAGGET
CATCGCATTG
CAGGACAGCA
TGCGETGEEC
GGGGGTATCC
GTGGTTACGC
TCCTTTCGCT
GTCAAGCTCT
CGGCACCTCG
GCCATCGCCC
TCTTTAATAG
TCGGTCTATT
GTTAAARAAT
GAATGTGTGT
GAAGTATGCA
TCCCCAGGCT
GTCAGCARACC
CGCCCAGTTC
TATGCAGAGG
AGGAGGCTTT
GTATATCCAT
ATGATTGAAC
GAGGCTATTC
CCGCCGTGTT
ACCGACCTGT
ATCGTGGCTG
TCACTGAAGC
GATCTCCTGT
TGATGCAATG
ACCACCAAGC
GGTCTTGTCG
AGCCGAACTG
TCGTCGTGAC
GGCCGCTTTT
CTATCAGGAC
GCGAATGGGC
TCGCAGCGCA
ACTCTGGGET
AGATTTCGAT
TTTTCCGGGA
GAGTTCTTCG
ATARAGCAAT
ATTCTAGTTG
ATACCGTCGA
TCCTGTGTGA
GAAGCATARAR
TTAATTGCGT

CGACAGCAGC
GCAAGTTCAG
GACCCTCCCG
GCTGAGCGTG
GGCTGAGATT
ACCTGGATGG
GAGCGGCCTG
AGGGCGAGTG
GAGAGCAGAR
AAGCGTGGAR
AGGGCCCGTT
AGCCATCTGT
GCCACTCCCA
TCTGAGTAGG
AGGGGGAGGA
TCTATGGCTT
CCACGCGCCC
GCAGCGTGAC
TTCTTCCCTT
AAATCGEGEGEGE
ACCCCAARRR
TGATAGACGE
TGGACTCTTG
CTTTTGATTT
GAGCTGATTT
CAGTTAGGGT
AAGCATGCAT
CCCCAGCAGG
ATAGTCCCGC
CGCCCATTCT
CCGAGGCCGC
TTTGGAGGCC
TTTCGGATCT
AAGATGGATT
GGCTATGACT
CCGGCTGTCA
CCGGTGCCCT
GCCACGACGE
GGGAAGGGAC
CATCTCACCT
CGGCGGCTGC
GARACATCGC
ATCAGGATGA
TTCGCCAGGC
CCATGGCGAT
CTGGATTCAT
ATAGCGTTGG
TGACCGCTTC
TCGCCTTCTA
TCGAAATGAC
TCCACCGCCG
CGCCGGECTGE
CCCACCCCARA
AGCATCACAR
TGETTTGTCC
CCTCTAGCTA
AATTGTTATC
GTGTAAAGCC
TGCGCTCACT

TTCTACATCG
CAAGACCCAG
CCAACATCAC
ACCTGGCAGG
CGAGCTGCGG
TGAAGGACCT
AGACACGTGG
GAGCGAGTGG
GCCCTCCTGC
CCGGATCCAC
TAARCCCGCT
TGTTTGCCCC
CTGTCCTTTC
TGTCATTCTA
TTGGGAAGAC
CTGAGGCGGA
TGTAGCGGCG
CGCTACACTT
CCTTTCTCGC
CTCCCTTTAG
ACTTGATTAG
TTTTTCGCCC
TTCCAAACTG
ATARMGGGATT
AACAARARATT
GTGGAAAGTC
CTCAATTAGT
CAGAAGTATG
CCCTAACTCC
CCGCCCCATG
CTCTGCCTCT
TAGGCTTTTG
GATCAAGAGA
GCACGCAGGET
GGGCACAACA
GCGCAGGGGC
GAATGAACTG
GCGTTCCTTG
TGGCTGCTAT
TGCTCCTGCC
ATACGCTTGA
ATCGAGCGAG
TCTGGACGARA
TCAAGGCGCG
GCCTGCTTGC
CGACTGTGGC
CTACCCGTGA
CTCGTGCTTT
TCGCCTTCTT
CGACCAAGCG
CCTTCTATGA
ATGATCCTCC
CTTGTTTATT
ATTTCACAAR
AAACTCATCA
GAGCTTGGCG
CGCTCACAAT
TGEGETGCCT
GCCCGCTTTC

TGTCCATGTG
ACCTTCCAGG
CGTGACCGCC
ACCCTCACAG
TACAGGGCCG
GCAGCACCAC
TGCAGCTGAG
TCCCCCGAGT
TCETGGAGGA
TAGTCCAGTG
GATCAGCCTC
TCCCCCGTGC
CTAATAARAT
TTCTGEEEEE
AATAGCAGGC
AAGARACCAGC
CATTAAGCGC
GCCAGCGCCC
CACGTTCGCC
GGTTCCGATT
GGTGATGGTT
TTTGACGTTG
GAACARACACT
TTGCCGATTT
TAACGCGAAT
CCCAGGCTCC
CAGCAACCAG
CAAAGCATGC
GCCCATCCCG
GCTGACTAAT
GAGCTATTCC
CAAARAGCTC
CAGGATGAGG
TCTCCGECCG
GACAATCGGC
GCCCGGTTICT
CAGGACGAGG
CGCAGCTGTG
TGEECGAAGT
GAGARAGTAT
TCCGGCTACC
CACGTACTCG
GAGCATCAGG
CATGCCCGAC
CGAATATCAT
CGECTGEETG
TATTGCTGAA
ACGGTATCGC
GACGAGTTCT
ACGCCCAACC
AAGGTTGEEC
AGCGCGEGEGEA
GCAGCTTATA
TAAAGCATTT
ATGTATCTTA
TAATCATGET
TCCACACAAC
AATGAGTGAG
CAGTCGGGAR
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ACCTGTCGTG
GGTTTGCGTA
CTCGGTCGTT
TACGGTTATC
AAAGGCCAGC
TTTCCATAGG
GTCAGAGGETG
CCTGGAAGCT
ATACCTGTCC
CACGCTGTAG
TGTGTGCACG
CTATCGTCTT
CAGCCACTGG
GAGTTCTTGA
TGGTATCTGC
GCTCTTGATC
AAGCAGCAGA
CTTTTCTACG
TTTTGGTCAT
TARAAATGAR
TGACAGTTAC
TATTTCGTTC
ATACGGGAGE
CCCACGCTCA
GGGCCGAGCE
ATTAATTGTT
GCGCAACGTT
TTGGTATGGC
TGATCCCCCA
CGTTGTCAGA
CACTGCATARA
ACTGETGAGT
GAGTTGCTCT
GAACTTTAAR
TCAAGGATCT
ACCCAACTGA
CARAARMCAGE
AAATGTTGARA
TCAGGGTTAT
ATAAACARAAT
GTC

CCAGCTGCAT
TTGGGCGCTC
CGGCTGCGGEC
CACAGAATCA
AAARAGGCCAG
CTCCGCCCCC
GCGAAACCCG
CCCTCGTGCG
GCCTTTCTCC
GTATCTCAGT
AACCCCCCGT
GAGTCCARACC
TAACAGGATT
AGTGETGECC
GCTCTGCTGA
CGGCAARACAR
TTACGCGCAG
GGETCTGACG
GAGATTATCA
GTTTTAARATC
CAATGCTTARA
ATCCATAGTT
GCTTACCATC
CCGGCTCCAG
CAGAAGTGGET
GCCGGGAAGC
GTTGCCATTG
TTCATTCAGC
TGTTGTGCAA
AGTAAGTTGG
TTCTCTTACT
ACTCAACCAR
TGCCCGGCGET
AGTGCTCATC
TACCGCTGTT
TCTTCAGCAT
AAGGCARAAT
TACTCATACT
TGTCTCATGA
AGGGGTTCCG

TAATGAATCG
TTCCGCTTCC
GAGCGGTATC
GGGGATAACG
GAACCGTAAR
CTGACGAGCA
ACAGGACTAT
CTCTCCTGTT
CTTCGGGAAG
TCGETGTAGG
TCAGCCCGAC
CGGTAAGACA
AGCAGAGCGA
TAACTACGGC
AGCCAGTTAC
ACCACCGCTG
AAARARARRGGRA
CTCAGTGGARA
AAAAGGATCT
AATCTAAAGT
TCAGTGAGGC
GCCTGACTCC
TGGCCCCAGT
ATTTATCAGC
CCTGCAACTT
TAGAGTAAGT
CTACAGGCAT
TCCGETTCCC
AAAAGCGGETT
CCGCAGTGTT
GTCATGCCAT
GTCATTCTGA
CAATACGGGA
ATTGGAAAAC
GAGATCCAGT
CTTITTACTTT
GCCGCAARARR
CTTCCTTTTT
GCGGATACAT
CGCACATTTC

GCCAACGCGC
TCGCTCACTG
AGCTCACTCA
CAGGAARAGAR
AAGGCCGCGET
TCACAARAAT
AAAGATACCA
CCGACCCTGC
CGTGGCGCTT
TCGTTCGCTC
CGCTGCGCCT
CGACTTATCG
GGTATGTAGG
TACACTAGAR
CTTCGGAAAR

GEGEAGAGEC
ACTCGCTGCG
AAGGCGGETAR
CATGTGAGCA
TGCTGECGTT
CGACGCTCAR
GGCGTTTCCC
CGCTTACCGG
TCTCATAGCT
CAAGCTGGGEC
TATCCGGTAA
CCACTGGCAG
CGGTGCTACA
GAACAGTATT
AGAGTTGGTA

GTAGCGETTT
TCTCAAGAAG
CGARAACTCHE
TCACCTAGAT
ATATATGAGT
ACCTATCTCA
CCETCETGTA
GCTGCAATGR
AATARACCAG
TATCCGCCTC
AGTTCGCCAG
CGTGGTGTCA
ARCGATCAAG
AGCTCCTTCG
ATCACTCATG
CCGTAAGATG
GAATACGTGTA
TAATACCGCG
GTTCTTCGEG
TCGATGTAAC
CACCAGCGTT
AGGGAATAAG
CAATATTATT
ATTTGAATGET
CCCGAARAGCT

TTTTGTTTEC
ATCCTTTGAT
CGTTAAGGGE
CCTTTTAAAT
ARACTTGGTC
GCGATCTGTC
GATAACTACG
TACCGOGAGHE
CCAGCCGGAR
CATCCAGTCT
TTAATAGTTT
CGCTCGTCGET
GCGAGTTACHE
GTCCTCCGAT
GITATGGCAG
CTTTTCTGTG
TECGECGACC
CCACATAGCHE
GCGARARACTC
CCACTCGTGC
TCTGGEGTGAG
GGCGACACGE
GAAGCATTTA
ATTTAGARAR
GCCACCTGAC
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Abb. 8.2.6: Plasmidkarte pcDNA3.1-Hyper-IL-6-Fc SeqL2 (+ 17 AS)
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Pl 4204 - ACATL T

[ P LT TRrrr-——

ECUERE BN E EE e

F.

GACGGATCGG
TGCTCTGATG
GGAGGTCGCT
GCTTGACCGA
CTGCTTCGCG
TAGTTATTAA
TGGAGTTCCG
CCCAACGACC
AACGCCAATA
AAACTGCCCA
CCTATTGACG
CATGACCTTA
TCGCTATTAC
TAGCGGTTTG
TGGGAGTTTG
ACAACTCCGC
GTCTATATAA
GCTTATCGARA
GTTTAAACTT
CCGCCCTCCT
GCCCAGGAAG
GACCCTGACC
GGGTGCTGAG
ATGGECAGGA
CTACAGCTGC
TGGACGTGCC
CTGAGCAACG
CACCAAGGCC
ATTTCCAGGA

el "
FaT] - Xhal - £ GOOCE

Bl - 114 - GLOGOT

Nl - 318 GETOG 00

Bl gl

Eal o d403 - ET0ER_C

Qa0

pcDMAZ.1-Hyper-IL-8-FcSeql2rev.PDW

5404 bp

Eusl - 1IN0 -GS

GAGATCTCCC
CCGCATAGTT
GAGTAGTGCG
CAATTGCATG
ATGTACGGGEC
TAGTAATCARA
CGTTACATAA
CCCGCCCATT
GGGACTTTCC
CTTGGCAGTA
TCAATGACGG
TGGGACTTTC
CATGGTGATG
ACTCACGGGG

CCCATTGACG
GCAGAGCTCT
ATTAATACGA
AAGCTTGCCA
GGCTGCCCCT

TGCCCTGGCG
AAAGCCTGCC
GACTGCTGCT

CCCCGAGGAG
TGETGTGTGA
GTGCTGCTGG
GCCCTGCCAG

GATCCCCTAT
AAGCCAGTAT
CGAGCAAAAT
AAGAATCTGC
CAGATATACG
TTACGGGGETC
CTTACGGTARA
GACGTCAATA
ATTGACGTCA
CATCAAGTGT
TARATGGCCC
CTACTTGGCA
CGGTTTTGGC
ATTTCCAAGT
AAAATCAACE
CARATGGECE
CTGGCTAACT
CTCACTATAG
CCATGCTGGC
GGCGCAGCGC
CGTGCTGACC
TGGAGCCCGA
GCCGGAAGCC
GAGAAGCGTG
GCAGACCTGC
CCTCAGCTGA
GTGGEGCCCC
TGAGGAAGTT
TACAGCCAGE

Cirl - §26 - COAConunaTTH Y
[
Treddad - B4 - GAECTE
Eael - B1E -5 AGETC
LR e e —
Whal « 45« CCT AL £
Bl BH) - & CTAOC
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AR08 -CTTAA G
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AR B o R EET
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Homal - 0L - 00056
Sl - FBED - EEE IS
TEATE_ i o dwom ey il
LLSCTIITIE N SRR L A———
Tagh - 1844 - COGOC, G

B0 i

GGTGCACTCT
CTGCTCCCTG
TTAARGCTACA
TTAGGGTTAG
CGTTGACATT
ATTAGTTCAT
ATGGCCCGCC
ATGACGTATG
ATGGGTGGAG
ATCATATGCC
GCCTGGCATT
GTACATCTAC
AGTACATCAR
CTCCACCCCA
GGACTTTCCA
GTAGGCGTGT
AGAGARACCCA
GGAGACCCAR
AGTGGECTGC
TGECCCCCAG
AGCCTGCCCG
GGACAACGCC
ACCCCAGCAG
CAGCTCCACG
CGGCACCGTG
GCTGCTTCAG
AGARAGCACCC
CCAGAACAGC
AGAGCCAGAR

il - L

AGGCET
CTAG G

CAGTACAATC
CTTGTGTGTT
ACAAGGCAAG
GCGTTTTGCG
GATTATTGAC
AGCCCATATA
TGECTGACCG
TTCCCATAGT
TATTTACGET
AAGTACGCCC
ATGCCCAGTA
GTATTAGTCA
TGEECETGEA
TTGACGTCARA
AAATGTCGTA
ACGETGEGAG
CTGCTTACTG
GCTGGCTAGC
GCCCTGCTGE
AAGATGCCCT
GCGACAGCGT
ACCGTGCACT
ATGGECCGEC
ACAGCGGCAR
CACCTCCTGG
GAAGAGCCCC
CCAGCCTGAC
CCTGCCGAGG
GTTCAGCTGC
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1451
1501
1551
1601
1651
1701
1751
1801
1851
1901
1951
2001
2051
2101
2151
2201
2251
2301
2351
2401
2451
2501
2551
2601
2651
2701
2751
2801
2851
2901
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3001
3051
3101
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3851
3901
3951
4001
4051
4101
4151
4201
4251
4301
4351

110

CAGCTGGCCG
CGTGGCCAGC
GCTGCGGCAT
GTGGCCAGAR
CTGGAACAGC
AGAGARAGCAR
TGCGTGATCC
AGCCCAGGAG
CCATGGGCAC
GGGGGECAGCGE
GTGGTGGAAT
CGACTGTGCC
CCTTCCTTGA
TGAGGAAATT
GTGGEETGEE
CATGCTGGGGE
CTGGGGCTCT
CGGCGGETGET
CTAGCGCCCG
CGGCTTTCCC
TTAGTGCTTT
TCACGTAGTG
GGAGTCCACG
TCAACCCTAT
TCGGCCTATT
TTAATTCTGT
CCCAGCAGGC
GGTGTGGARAR
CATCTCAATT
GCCCCTAACT
TTTTTTTTAT
CAGAAGTAGT
CCCGGGAGCT
GATCGTTTCG
GCTTGGETGE
CTGCTCTGAT
TTTTTGTCAA
GCAGCGCGGEC
GCTCGACGTT
TGCCGGEGECA
TCCATCATGG
CTGCCCATTC
GGATGGAAGC
GGGCTCGCGC
CGGCGAGGAT
TGGTGGAARR
GTGGCGGACC
AGAGCTTGGEC
CCGCTCCCGA
TTCTGAGCGG
CTGCCATCAC
CTTCGGAATC
ATCTCATGCT
AATGGTTACA
TTTTTCACTG
ATCATGTCTG
TCATAGCTGT
CATACGAGCC
GCTAACTCAC

TGCCCGAGTG
TCTGTGGGCA
CCTGCAGCCC
ATCCTAGATG
TCCTTCTACC
GACCTTTACC
ACGACGCCTG
GAGTTCGGCC
CCCCTGGACC
GCGGAGGAGG
TTCGAGTCTA
TTCTAGTTGC
CCCTGGAAGG
GCATCGCATT
GCAGGACAGC
ATGCGETGGEGE
AGGGGGETATC
GGTGGTTACG
CTCCTTTCGC
CGTCAAGCTC
ACGGCACCTC
GGCCATCGCC
TTCTTTAATA
CTCGGTCTAT
GGTTAARRARAR
GGAATGTGTG
AGARAGTATGC
GTCCCCAGGC
AGTCAGCAAC
CCGCCCAGTT
TTATGCAGAG
GAGGAGGCTT
TGTATATCCA
CATGATTGAA
AGAGGCTATT
GCCGCCGTGT
GACCGACCTG
TATCGTGGCT
GTCACTGAAG
GGATCTCCTG
CTGATGCAAT
GACCACCAAG
CGGETCTTGTC
CAGCCGAACT
CTCGTCGTGA
TGGCCGCTTT
GCTATCAGGA
GGCGAATGGG
TTCGCAGCGC
GACTCTGGGG
GAGATTTCGA
GTTTTCCGGG
GGAGTTCTTC
AATARAAGCAR
CATTCTAGTT
TATACCGTCG
TTCCTGTGTG
GGAAGCATAR
ATTAATTGCG

CGACAGCAGC
GCAAGTTCAG
GACCCTCCCG
GCTGAGCGTG
GGCTGAGATT
ACCTGGATGG
GAGCGGCCTG
AGGGCGAGTG
GAGAGCAGAR
AAGCGTGGAR
GAGGGCCCGET
CAGCCATCTG
TGCCACTCCC
GTCTGAGTAG
AAGGGGGAGE
CTCTATGGCT
CCCACGCGCC
CGCAGCGTGA
TTTCTTCCCT
TARATCGGGE
GACCCCAARAR
CTGATAGACG
GTGGACTCTT
TCTTTTGATT
TGAGCTGATT
TCAGTTAGGG
AAAGCATGCA
TCCCCAGCAG
CATAGTCCCG
CCGCCCATTC
GCCGAGGCCG
TTTTGGAGGC
TTTTCGGATC
CAAGATGGAT
CGGCTATGAC
TCCGECTGTC
TCCGETGCCC
GGCCACGACG
CGGGAAGGGA
TCATCTCACC
GCGGCGECTG
CGAAACATCG
GATCAGGATG
GTTCGCCAGG
CCCATGGCGA
TCTGGATTCA
CATAGCGTTG
CTGACCGCTT
ATCGCCTTCT
TTCGAAATGA
TTCCACCGCC
ACGCCGECTG
GCCCACCCCA
TAGCATCACA
GTGGTTTGTC
ACCTCTAGCT
AAATTGTTAT
AGTGTAAAGC
TTGCGCTCAC

TTCTACATCG
CAAGACCCAG
CCAACATCAC
ACCTGGCAGG
CGAGCTGCGG
TGAAGGACCT
AGACACGTGG
GAGCGAGTGG
GCCCTCCTGC
CCGGGATCCA
TTARACCCGC
TTGTTTGCCC
ACTGTCCTTT
GTGTCATTCT
ATTGGGARAGR
TCTGAGGCGE
CTGTAGCGGC
CCGCTACACT
TCCTTTCTCG
GCTCCCTTTA
AACTTGATTA

TGTCCATGTG
ACCTTCCAGG
CGTGACCGCC
ACCCTCACAG
TACAGGGCCG
GCAGCACCAC
TGCAGCTGAG
TCCCCCGAGT
TCETGGAGGA
CTAGTCCAGT
TGATCAGCCT
CTCCCCCGTG
CCTAATARRR
ATTCTGGGEG
CAATAGCAGG
ARAAGARCCAG
GCATTAAGCG
TGCCAGCGCC
CCACGTTCGC
GGGTTCCGAT
GGGTGATGET

GTTTTTCGCC
GTTCCARACT
TATAACGGGAT
TAACAARAAT
TGTGGARACGT
TCTCAATTAG
GCAGARAGTAT
CCCCTAACTC
TCCGCCCCAT
CCTCTGECCTC
CTAGGCTTTT
TGATCARGAG
TGCACGCAGG
TGEGCACAAC
AGCGCAGGEG
TGAATGAACT
GGCGTTCCTT
CTGGCTGCTA
TTECTCCTEC
CATACGCTTG
CATCGAGCGRA
ATCTGGACGA
CTCAAGGCGC
TGCCTECTTG
TCEACTGTGEGE
GCTACCCGTG
CCTCGTGCTT
ATCGCCTTCT
CCGACCRAAGC
GCCTTCTATG
GATGATCCTC
ACTTGTTTAT
AATTTCACAR
CAARCTCATC
AGAGCTTGEC
CCGCTCRACAR
CTGEGGETGCC
TGCCCGECTTT

CTTTGACGTT
GGAACARCAC
TTTGCCGATT
TTAACGCGAR
CCCCAGGCTC
TCAGCARCCHE
GCAAMGCATG
CGCCCATCCC
GGCTGACTAR
TGAGCTATTC
GCAARAAGCT
ACAGGATGAG
TTCTCCGGCC
AGACARATCGG
CGOCCGETTC
GCAGGACGAG
GCGCAGCTGT
TTGGEOGARAG
CGAGRAAGTR
ATCCGGCTAC
GCACGTACTC
AGAGCATCAG
GCATGCCCGR
CCGAATATCHE
CCGGCTGGET
ATATTGCTGA
TACGGTATCG
TGACGAGTTC
GACGCCCRAAC
ARAGGTTGEG
CAGCGCGGEEG
TGCAGCTTAT
ATAARGCATT
AATGTATCTT
GTAATCATGG
TTCCACACAR
TAATGAGTGE
CCAGTCGGGER



Anhang

4401
4451
4501
4551
4601
4651
4701
4751
4801
4851
4901
4951
5001
5051
5101
5151
5201
5251
5301
5351
5401
5451
5501
5551
5601
5651
5701
5751
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5851
5901
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6001
6051
6101
6151
6201
6251
6301
6351
6401

111

ARCCTGTCGT
CGGTTTGCGT
GCTCGGTCGT
ATACGGTTAT
AAAAGGCCAG
TTTTCCATAG
AGTCAGAGET
CCCTGGAAGC
GATACCTGTC
TCACGCTGTA
CTGTGTGCAC
ACTATCGTCT
GCAGCCACTG
AGAGTTCTTG
TTGGTATCTG
AGCTCTTGAT
CAAGCAGCAG
TCTTTTCTAC
ATTTTGGTCA
TTAAAAATGA
CTGACAGTTA
CTATTTCGTT
GATACGGGAG
ACCCACGCTC
AGGGCCGAGT
TATTAATTGT
TGCGCAACGT
TTTGGETATGG
ATGATCCCCC
TCGTTGTCAG
GCACTGCATA
GACTGGTGAG
CGAGTTGCTC
AGAACTTTAA
CTCAAGGATC
CACCCAACTG
GCAAARACAG
GARATGTTGA
ATCAGGGTTA
AATAARACARR
CGTC

GCCAGCTGCA
ATTGGGCGCT
TCGGCTGCGE
CCACAGAATC
CAARAGGCCA
GCTCCGCCCC
GGCGAARACCC
TCCCTCGTGC
CGCCTTTCTC
GGTATCTCAG
GAACCCCCCG
TGAGTCCAAC
GTAACAGGAT
AAGTGGETGGC
CGCTCTGCTG
CCGGCARAACE
ATTACGCGCA
GGGGTCTGAC
TGAGATTATC
AGTTTTAAAT
CCAATGCTTA
CATCCATAGT
GGCTTACCAT
ACCGGCTCCA
GCAGAAGTGG
TGCCGGGAAG
TGTTGCCATT
CTTCATTCAG
ATGTTGTGCA
AAGTAAGTTG
ATTCTCTTAC
TACTCAACCA
TTGCCCGGCE
AAGTGCTCAT
TTACCGCTGT
ATCTTCAGCRA
GAAGGCARARAR
ATACTCATAC
TTGTCTCATG
TAGGGGTTCC

TTAATGAATC
CTTCCGCTTC
CGAGCGGTAT
AGGGGATAAC
GGAACCGTARA
CCTGACGAGC
GACAGGACTA
GCTCTCCTGT
CCTTCGGGARA
TTCGETGTAG
TTCAGCCCGA
CCGGTAAGAC
TAGCAGAGCG
CTAACTACGG
AAGCCAGTTA
AACCACCGCT
GARAARAAGT
GCTCAGTGGA
AAARARAGGATC
CAATCTAAAG
ATCAGTGAGE
TGCCTGACTC
CTGGCCCCAG
GATTTATCAG
TCCTGCAACT
CTAGAGTAAG
GCTACAGGCA
CTCCGGTTCC
AAARAAGCGGET
GCCGCAGTGT
TGTCATGCCA
AGTCATTCTG
TCAATACGGG
CATTGGAARAR
TGAGATCCAG
TCTITTTACTT
TGCCGCAARR
TCTTCCTTTT
AGCGGATACA
GCGCACATTT

GGCCAACGCG
CTCGCTCACT
CAGCTCACTC
GCAGGARARAGA
AAAGGCCGCG
ATCACARRARR
TAARGATACC
TCCGACCCTG
GCGTGGCGCT
GTCGTTCGCT
CCGCTGCGCC
ACGACTTATC
AGGTATGTAG
CTACACTAGA
CCTTCGGAAR
GGTAGCGGTT
ATCTCAAGAR
ACGAAAACTC
TTCACCTAGA
TATATATGAG
CACCTATCTC
CCCGTCGTGT
TGCTGCAATG
CAATAARCCAE
TTATCCGCCT
TAGTTCGCCA
TCGTGETGTC
CAACGATCAR
TAGCTCCTTC
TATCACTCAT
TCCGTAAGAT
AGAATAGTGT
ATAATACCGC
CGTTCTTCGG
TTCGATGTAA
TCACCAGCGT
AAGGGAATAR
TCAATATTAT
TATTTGAATG
CCCCGAAAAG

CGEGGAGAGE
GACTCGCTGC
AAAGGCGGETA
ACATGTGAGC
TTGCTGGCGT
TCGACGCTCA
AGGCGTTTCC
CCGCTTACCG
TTCTCATAGC
CCAAGCTGGE
TTATCCGGTA
GCCACTGGCA
GCGGTGCTAC
AGAACAGTAT
AAGAGTTGET
TTTTTGTTTG
GATCCTTTGA
ACGTTAAGGG
TCCTTTTAAA
TAAACTTGET
AGCGATCTGT
AGATAACTAC
ATACCGCGAG
GCCAGCCGGA
CCATCCAGTC
GTTAATAGTT
ACGCTCGTCG
GGCGAGTTAC
GGTCCTCCGA
GGTTATGGCA
GCTTTTCTGT
ATGCGGCGAC
GCCACATAGC
GGCGAAAACT
CCCACTCGTG
TTCTGGETGRA
GGGCGACACG
TGAAGCATTT
TATTTAGAAR
TGCCACCTGA
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Abb. 8.2.7: Plasmidkarte pcDNA3.1-sIL-6R (aus PCR)
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51
101
151
201
251
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401
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GACGGATCGG
TGCTCTGATG
GGAGGTCGCT
GCTTGACCGA
CTGCTTCGCG
TAGTTATTAA
TGGAGTTCCG
CCCAACGACC
AACGCCAATA
AAACTGCCCA
CCTATTGACG
CATGACCTTA
TCGCTATTAC
TAGCGGTTTG
TGGGAGTTTG
ACAACTCCGC
GTCTATATAA
GCTTATCGARA
GTTTAAACTT
CCGCCCTCCT
GCCCAGGAAG
GACCCTGACC
GGGTGCTGAG
ATGGECAGGA
CTACAGCTGC
TGGACGTGCC
CTGAGCAACG
CACCAAGGCC

GAGATCTCCC
CCGCATAGTT
GAGTAGTGCG
CAATTGCATG
ATGTACGGGEC
TAGTAATCARA
CGTTACATAA
CCCGCCCATT
GGGACTTTCC
CTTGGCAGTA
TCAATGACGG
TGGGACTTTC
CATGGTGATG
ACTCACGGGG

CCCATTGACG
GCAGAGCTCT
ATTAATACGA
AAGCTTGCCA
GGCTGCCCCT

TGCCCTGGCG
AAAGCCTGCC
GACTGCTGCT

CCCCGAGGAG
TGETGTGTGA
GTGCTGCTGG

Hagl

GATCCCCTAT
AAGCCAGTAT
CGAGCAAAAT
AAGAATCTGC
CAGATATACG
TTACGGGGETC
CTTACGGTARA
GACGTCAATA
ATTGACGTCA
CATCAAGTGT
TARATGGCCC
CTACTTGGCA
CGGTTTTGGC
ATTTCCAAGT
AAAATCAACE
CARATGGECE
CTGGCTAACT
CTCACTATAG
CCATGCTGGC
GGCGCAGCGC
CGTGCTGACC
TGGAGCCCGA
GCCGGARAGCC
GAGAAGCGTG
GCAGACCTGC
CCTCAGCTGA
GTGGEGCCCC
TGAGGAAGTT

B0 - 3042 -TEATC_A-dam mcariacd
EaaRT - 34 - CAT nn'mmh TC - daen e Labed?

LRL R o = e =

GGTGCACTCT
CTGCTCCCTG
TTAARGCTACA
TTAGGGTTAG
CGTTGACATT
ATTAGTTCAT
ATGGCCCGCC
ATGACGTATG
ATGGGTGGAG
ATCATATGCC
GCCTGGCATT
GTACATCTAC
AGTACATCAR
CTCCACCCCA
GGACTTTCCA
GTAGGCGTGT
AGAGARACCCA
GGAGACCCAR
AGTGGECTGC
TGECCCCCAG
AGCCTGCCCG
GGACAACGCC
ACCCCAGCAG
CAGCTCCACG
CGGCACCGTG
GCTGCTTCAG
AGARAGCACCC
CCAGAACAGC

CAGTACAATC
CTTGTGTGTT
ACAAGGCAAG
GCGTTTTGCG
GATTATTGAC
AGCCCATATA
TGECTGACCG
TTCCCATAGT
TATTTACGET
AAGTACGCCC
ATGCCCAGTA
GTATTAGTCA
TGEECETGEA
TTGACGTCARA
AAATGTCGTA
ACGETGEGAG
CTGCTTACTG
GCTGGCTAGC
GCCCTGCTGE
AAGATGCCCT
GCGACAGCGT
ACCGTGCACT
ATGGGCCGEC
ACAGCGGCAR
CACCTCCTGG
GAAGAGCCCC
CCAGCCTGAC
CCTGCCGAGG



Anhang

1401
1451
1501
1551
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4051
4101
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4201
4251
4301
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ATTTCCAGGA
CAGCTGGCCG
CGTGGCCAGC
GCTGCGGCAT
GTGGCCAGAR
CTGGAACAGC
AGAGARAGCAR
TGCGTGATCC
AGCCCAGGAG
CCATGGGCAC
ACTAGTCCAG
CTGATCAGCC
CCTCCCCCGT
TCCTAATARR
TATTCTGGGE
ACAATAGCAG
GARAGARACCA
CGCATTAAGC
TTGCCAGCGC
GCCACGTTCG
AGGGTTCCGA
AGGGTGATGG
CCTTTGACGT
TGGAACAACA
TTTTGCCGAT
TTTAACGCGA
TCCCCAGGCT
GTCAGCAACC
TGCAAAGCAT
CCGCCCATCC
TGGCTGACTA
CTGAGCTATT
TGCAARAAGC
GACAGGATGA
GTTCTCCGGC
CAGACAATCG
GCGCCCGGETT
TGCAGGACGA
TGCGCAGCTG
ATTGGGCGAR
CCGAGAAAGT
GATCCGGCTA
AGCACGTACT
AAGAGCATCA
CGCATGCCCG
GCCGAATATC
GCCGGECTGGEGE
GATATTGCTG
TTACGGTATC
TTGACGAGTT
CGACGCCCARA
GARAGGTTGG
CCAGCGCGGEGE
TTGCAGCTTA
AATAARAGCAT
CAATGTATCT
CGTAATCATG
ATTCCACACA
CTAATGAGTG

GCCCTGCCAG
TGCCCGAGTG
TCTGTGGGCA
CCTGCAGCCC
ATCCTAGATG
TCCTTCTACC
GACCTTTACC
ACGACGCCTG
GAGTTCGGCC
CCCCTGGACC
TGTGGTGGAR
TCGACTGTGC
GCCTTCCTTG
ATGAGGAAAT
GGTGGEETGE
GCATGCTGGG
GCTGGGGCTC
GCGGCGEGETG
CCTAGCGCCC
CCGGCTTTCC
TTTAGTGCTT
TTCACGTAGT
TGGAGTCCAC
CTCAACCCTA
TTCGGCCTAT
ATTAATTCTG
CCCCAGCAGG
AGGTGTGGARA
GCATCTCAAT
CGCCCCTAAC
ATTTTTTTTA
CCAGAAGTAG
TCCCGGGAGC
GGATCGTTTC
CGCTTGGGTG
GCTGCTCTGA
CTTTTTGTCA
GGCAGCGCGGE
TGCTCGACGT
GTGCCGGEGEC
ATCCATCATG
CCTGCCCATT
CGGATGGAAG
GGGGCTCGCG
ACGGCGAGGA
ATGGTGGAAR
TGTGGCGEAC
AAGAGCTTGG
GCCGCTCCCG
CTTCTGAGCG
CCTGCCATCA
GCTTCGGAAT
GATCTCATGC
TAATGGTTAC
TTTTTTCACT
TATCATGTCT
GTCATAGCTG
ACATACGAGC
AGCTAACTCA

TACAGCCAGG
CGACAGCAGC
GCAAGTTCAG
GACCCTCCCG
GCTGAGCGTG
GGCTGAGATT
ACCTGGATGG
GAGCGGCCTG
AGGGCGAGTG
GAGAGCAGAR
TTTCGAGTCT
CTTCTAGTTG
ACCCTGGAAG
TGCATCGCAT
GGCAGGACAG
GATGCGETGE
TAGGGGGTAT
TGETGETTAC
GCTCCTTTCG
CCGTCAAGCT
TACGGCACCT
GGGCCATCGC
GTTCTTTAAT
TCTCGGTCTA
TGGTTAAARR
TGGAATGTGT
CAGAAGTATG
AGTCCCCAGG
TAGTCAGCAR
TCCGCCCAGT
TTTATGCAGA
TGAGGAGGCT
TTGTATATCC
GCATGATTGA
GAGAGGCTAT
TGCCGCCGTG
AGACCGACCT
CTATCGTGGC
TGTCACTGAA
AGGATCTCCT
GCTGATGCAR
CGACCACCARA
CCGGTCTTGT
CCAGCCGAAC
TCTCGTCGTG
ATGGCCGCTT
CGCTATCAGG
CGGCGAATGGE
ATTCGCAGCG
GGACTCTGGGE
CGAGATTTCG
CGTTTTCCGG
TGGAGTTCTT
AAATARRAGCRA
GCATTCTAGT
GTATACCGTC
TTTCCTGTGT
CGGAAGCATA
CATTAATTGC

AGAGCCAGAR
TTCTACATCG
CAAGACCCAG
CCAACATCAC
ACCTGGCAGG
CGAGCTGCGG
TGAAGGACCT
AGACACGTGG
GAGCGAGTGG
GCCCTCCTGC
AGAGGGCCCG
CCAGCCATCT
GTGCCACTCC
TGTCTGAGTA
CAAGGGGGAG
GCTCTATGGC
CCCCACGCGC
GCGCAGCGTG
CTTTCTTCCC
CTARATCGGG
CGACCCCAAR
CCTGATAGAC
AGTGGACTCT
TTCTTTTGAT
ATGAGCTGAT
GTCAGTTAGG
CAARAGCATGC
CTCCCCAGCA
CCATAGTCCC
TCCGCCCATT
GGCCGAGGCC
TTTTTGGAGG
ATTTTCGGAT
ACAAGATGGA
TCGGCTATGA
TTCCGGCTGT
GTCCGGETGCC
TGGCCACGAC
GCGGGAAGGG
GTCATCTCAC
TGCGECGECT
GCGAAACATC
CGATCAGGAT
TGTTCGCCAG
ACCCATGGCG
TTCTGGATTC
ACATAGCGTT
GCTGACCGCT
CATCGCCTTC
GTTCGAAATG
ATTCCACCGC
GACGCCGGCT
CGCCCACCCC
ATAGCATCAC
TGTGEGTTTGT
GACCTCTAGC
GAAATTGTTA
AAGTGTAAAG
GTTGCGCTCA

GITCAGCTGC
TGTCCATGTG
ACCTTCCAGG
CGTGACCGCC
ACCCTCACAG
TACAGGGCCG
GCAGCACCAC
TGCAGCTGAG
TCCCCCGAGT
TTAAGGATCC
TTTAAACCCG
GTTGTTTGCC
CACTGTCCTT
GGTGTCATTC
GATTGGGAAG
TTCTGAGGCG
CCTGTAGCGE
ACCGCTACAC
TTCCTTTCTC
GGCTCCCTTT
AAACTTGATT
GGTTTTTCGC
TGTTCCARAC
TTATAAGGGA
TTAACAARRR
GTGTGGAARAG
ATCTCAATTA
GGCAGAAGTA
GCCCCTAACT
CTCCGCCCCA
GCCTCTGCCT
CCTAGGCTTT
CTGATCAAGA
TTGCACGCAG
CTGGGCACAR
CAGCGCAGGG
CTGAATGAAC
GGGCGTTCCT
ACTGGCTGCT
CTTGCTCCTG
GCATACGCTT
GCATCGAGCG
GATCTGGACG
GCTCAAGGCG
ATGCCTGCTT
ATCGACTGTG
GGCTACCCGT
TCCTCGTGCT
TATCGCCTTC
ACCGACCAAG
CGCCTTCTAT
GGATGATCCT
AACTTGTTTA
AAATTTCACA
CCAAACTCAT
TAGAGCTTGG
TCCGCTCACA
CCTGGGGETGC
CTGCCCGCTT
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4351
4401
4451
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4701
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TCCAGTCGGG
GCGGGGAGAG
TGACTCGCTG
CARAGGCGGET
AACATGTGAG
GTTGCTGGECG
ATCGACGCTC
CAGGCGTTTC
GCCGCTTACC
TTTCTCATAG
TCCAAGCTGG
CTTATCCGGT
CGCCACTGGC
GGCGGETGCTA
AAGAACAGTA
AAAGAGTTGG
TTTTTTGTTT

AAACCTGTCG
GCGETTTGCG
CGCTCGGETCG
AATACGGTTA
CAARAGGCCA
TTTTTCCATA
AAGTCAGAGE
CCCCTGGAAG
GGATACCTGT
CTCACGCTGT
GCTGTGTGCA
AACTATCGTC
AGCAGCCACT
CAGAGTTCTT
TTTGGTATCT
TAGCTCTTGA
GCARAGCAGCA

AGATCCTTTG
CACGTTAAGS
ATCCTTTTAR
GTAAACTTGG
CAGCGATCTG
TAGATAARCTR
GATACCGCGRE
AGCCAGCCGGE
TCCATCCAGT
AGTTAATAGT
CACGCTCGTC
AGGCGAGTTR
CGETCCTCCG
TGETTATGEC
TGCTTTTCTG
TATGCGGCGER
CGCCACATAG
GGGCGAARRC
ACCCACTCGT
TTTCTGEETG
AGGGCGACAC
TTGAAGCATT
GTATTTAGAR
GTGCCACCTG

ATCTTTTCTA
GATTTTGGTC
ATTAARARATG
TCTGACAGTT
TCTATTTCGET
CGATACGGGA
GACCCACGCT
ARMGGGCCGAG
CTATTAATTG
TTECGCAACG
GTTTGETATG
CATGATCCCC
ATCGTTGTCA
AGCACTGCAT
TGACTGGTGA
CCGAGTTGCT
CAGARACTTTRA
TCTCAAGGAT
GCACCCAACT
AGCAARARACE
GGARATGTTG
TATCAGGGTT
ABRATAARNCAR
ACGTC

TGCCAGCTGC
TATTGGGCGC
TTCGGECTGCE
TCCACAGAAT
GCAAARMGGCC
GGCTCCGCCC
TGGCGARAACC
CTCCCTCGTG
CCGCCTTTCT
AGGTATCTCA
CGAACCCCCC
TTGAGTCCARA
GGTAACAGGA
GAAGTGGTGE
GCGCTCTGCT
TCCGGCAAAC
GATTACGCGC
CGGGGETCTGA
ATGAGATTAT
AAGTTTTAAR
ACCAATGCTT
TCATCCATAG
GGGCTTACCA
CACCGGCTCC
CGCAGAAGTG
TTGCCGGEAR
TTGTTGCCAT
GCTTCATTCA
CATGTTGTGC
GAAGTAAGTT
AATTCTCTTA
GTACTCAACC
CTTGCCCGGEC
AAAGTGCTCA
CTTACCGCTG
GATCTTCAGC
GGAAGGCAAR
AATACTCATA
ATTGTCTCAT
ATAGGGGTTC

ATTAATGAAT
TCTTCCGCTT
GCGAGCGGTA
CAGGGGATAR
AGGAACCGTA
CCCTGACGAG
CGACAGGACT
CGCTCTCCTG
CCCTTCGGGA
GTTCGGETGTA
GTTCAGCCCG
CCCGGTAAGA
TTAGCAGAGC
CCTAACTACG
GAAGCCAGTT
AAACCACCGC
AGARARARARRARG
CGCTCAGTGG
CAARAAGGAT
TCAATCTAAR
AATCAGTGAG
TTGCCTGACT
TCTGGCCCCA
AGATTTATCA
GTCCTGCAAC
GCTAGAGTARA
TGCTACAGGEC
GCTCCGGTTC
AAARARARAGCGE
GGCCGCAGTG
CTGTCATGCC
AAGTCATTCT
GTCAATACGG
TCATTGGAAR
TTGAGATCCA
ATCTTTTACT
ATGCCGCAAR
CTCTTCCTTT
GAGCGGATAC
CGCGCACATT

CGGCCARCGC
CCTCGCTCAC
TCAGCTCACT
CGCAGGARARAG
ARARAAGGCCGC
CATCACARARR
ATAARAGATAC
TTCCGACCCT
AGCGTEECGEC
GGTCGTTCGC
ACCGCTGCGC
CACGACTTAT
GAGGTATGTA
GCTACACTAG
ACCTTCGGAR
TGETAGCGET
GATCTCAAGA
AACGAARAACT
CTTCACCTAG
GTATATATGA
GCACCTATCT
CCCCGTCGTG
GTGCTGCAAT
GCAATAARMCC
TTTATCCGCC
GTAGTTCGCC
ATCGTGETGT
CCAACGATCA
TTAGCTCCTT
TTATCACTCA
ATCCGTAAGA
GAGAATAGTG
GATAATACCG
ACGTTCTTCG
GTTCGATGTA
TTCACCAGCG
AAAGGGAATA
TTCAATATTA
ATATTTGAAT
TCCCCGARARR
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Abb. 8.2.8: Alignment des mutierten sIL-6R (aus PCR) und des mutierten sIL-6K aus
BamHI-Spaltung (+ 42 AS Uberhang)

aIL-6REPCR
Hyper-IL-6-FcSegLl+42A5

aIL-6REPCR
Hyper-IL-6-FcSegLl+42A5

aIL-6REPCR
Hyper-IL-6-FcSegLl+42A5

aIL-6REPCR
Hyper-IL-6-FcSegll +42A5

aIL-6REPCR
Hyper-IL-6-FcSeglLl+42A5

aIL-6REPCR
Hyper-IL-6-FcSeglLl+42A5

aIL-6REPCR
Hyper-IL-6-FcSeglLl+42A5

aIL-6REPCR
Hyper-IL-6-FcSeglLl+42A5

MLAVGCALLAALLAAPGAATAPRRCPAJEVARGVLTSLPGDSVILTCPGV
MLAVGCALLAALLAAPGAALAPRRCPAJEVARGVLTSLPGDSVILTCPGV

FEFAFETHAFETHAFETAAETAAAAT AT AT AT AT AT AT AT A A AT A AT

EPEDIHATVHEWVLEEPAACSHPSEWAGHGRFLLLRSVOLEDSGHYSCYRAG
EPEDIHATVHEWVLEEPAACSHP SEWAGHGRFLLLRSVOLEDSGNYSCYRAG

FEHAFETHAFETHAFETAAETATHAAT AT AT AT AT AT AT AT NS A A ST AT

RPAGTVHLLVDVPFEEFOLSCFRESPLSNVVCEWNGPRSTPSLTTEAVLLY
RPAGTVHLLVDVPFEEPQLSCFRESPLSNVVCEWNGPRSTPSLTTEAVLLYV

FEFAFETHAFETAAETAAA AT AT AT AT AT AT AT AT A A A ST A AT Ao

BEFONSPAEDFUEPCOY SOESOEFSOOLAVPECDSSFYIVSMOVASSVES
BEFONSPAEDFUEPCOY SOBRSOEFSCOOLAVPECDSSFYIVSMOCVASSVES

FEFAFETHAFETAAETAAA AT AT AT AT AT AT AT AT A A A ST A AT Ao

EFSETUTFOGCGILOPFD PPANI TVIAVARNPRNLSVINOQD PHSWHSSFYR
EFSETUTFOGCGILOPOPPANI TVIAVARNPRNLSVINOQD PHSWHSSFYR

FEHAFETHAFETHAFETAAA AT AT AT AT AT AT AT AT NS A A ST A AT AT

LRFELRYRAERSKETFT THMVED LOHHCVIHDAWSGLREEVVOLRAJEEFGD
LRFELRYRAERSETFTTWMVED LOHECVIHDAWSGLRHVVILRAQEEFCE]

FEHAFETHAFETHAFETAAA AT AT AT AT AT AT AT AT NS A A ST A AT AT

CEWSEWSPEAMCTEWTESRSPPA - —————————————=————————————
GEWSEWSPEAMCTEWTESRSPPARCCEGESCECESVEPD PLVOCCEISSLE

FEAFEA AT AT A A A AT AT A rE o

GPFEPADQPRLCLLVASHLLFAPPPCLE

Abb. 8.2.9: Alignment des mutierten sIL-6R (aus PCR) und des mutierten sIL-6R aus
BamHI-Spaltung (+ 17 AS Uberhang)

aIL-6RPCR
Hyper-IL-6-FcSegl2+1TAS

aIL-6REPCR
Hyper-IL-6-FcSegL2+1TAS

aIL-6REPCR
Hyper-IL-6-FcSegL2+1TAS

aIL-6REPCR
Hyper-IL-6-FcSegl?+1TAS

aIL-6REPCR
Hyper-IL-6-FcSeglL2+1TAS

aIL-6REPCR
Hyper-IL-6-FcSeglL2+1TAS

aIL-6REPCR
Hyper-IL-6-FcSegL2+1TAS

aIL-6REPCR
Hyper-IL-6-FcSegL2+1TAS
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MLAVGCALLAALLAAPGAATAPRRCPADEVARGVLT SLPGISVILTCPGY
MLAVCCALLAATLAAPCAATAPRRCPAQEVARCVLT SLPGDSVILICPGV

AT EHA AT ETAAAAT AT AT AT AT AT AT AT A A AT A AT A A A&

EPEDNATVEWVLREPAAGCSHP SEWAGHMGRRLLLESVOLHDSGNYSCYRAG
EPEDNATVEWVLREPAACSHP SEWAGHMGRRLLLESVOLHDSGNYSCYRAG

AT EHA AT ETATHAAT AT A I A TSI AT A I AT NS A A ST A AT A A A&

RPAGTVHLLVDVPPEEPOLSCFRESPLSNVVCENGPRSTPSLTTEAVLLY
RPAGTVHLLVDVPPEEPOLSCFRESPLSNVVCENGPRSTPSLTITEAVLLY

AT EHAFETAAAAT AT AT A IS I A I AT AT AT A ST A A ST A AT A A A&

REFUNSPAEDFEPCOYSOESOEFSCOLAVPECDSSFY IVSMCVASSVES
REFUNSPAEDFOEPCOYSOESOEFSCOLAVPECDSSFY IVSMCVASSVES

A FEHAFETAAAAT AT AT A IS T AT AT A IS A AT A AT A AT A AR

KFSETOTFOGCGILOPD P PANI TVIAVARNPENLSVIWOD PFHSWHSSFYR
KFSETOTFOGOGILOPD P PANI TVIAVARNPENLSVIWODPFHSWHSSFYR

AT EHAFETAAAAT AT AT A I AT A I AT A IS AT A AT A AT A AR

LEFELRYRAERSKTFTTWMVED LOHHCVIHDAWSGLEHVVULRADEEFGD
LEFELRYRAERSKTFTTWMVED LOHHCVIHDAWSGLEHVVILRADEEFGD

AT EHA AT ETAAAAT AT AT AT AT AT AT AT A A AT A AT A A A&

CEWSEWS PEAMCTIWTESRSDDA - ——————————————————————————
CEWSEWS PEAMCTPWTESRSDDARCGEESCECESVEDCSTSPVNRNFESE

FhFEAFET A AT AT A AT A AT A d

GEV
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Abb. 8.2.10: Alignment des mutierten sIL-6R aus BamHI-Verdau (+ 17 AS Uberhang) und
des mutierten sIL-6R aus BamHI-Spaltung (+ 42 AS Uberhang)

Hyper-IL-6-FcSegLl+42A5
Hyper-IL-6-FcSegL2+1TAS

Hyper-IL-6-FcSegLl+42A5
Hyper-IL-6-FcSegL2+1TAS

Hyper-IL-6-FcSegll +42A5
Hyper-IL-6-FcSeglL2+1TAS

Hyper-IL-6-FcSeqlLl+42A5
Hyper-IL-6-FcSeqlL2+1TAS

Hyper-IL-6-FcSegqLl+42A5
Hyper-IL-6-FcSegL2+1TAS

Hyper-IL-6-FcSegqLl+42A5
Hyper-IL-6-FcSegqL2+1TAS

Hyper-IL-6-FcSegqLl+42A5
Hyper-IL-6-FcSegqL2+1TAS

Hyper-IL-6-FcSegqLl+42A5
Hyper-IL-6-FcSegqL2+1TAS
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MLAVGCALLAATLAAPGARLAPRRCPADEVARCGVLTSLPGDSVILTCPGY
MLAVGCALLAATLAAPGARLAPRRCPADEVARCGVLTSLPGDSVILTCPGY

AT EHA AT ETAAAAT AT AT AT AT AT AT AT A A AT A AT A A A&

EPEDNATVEWVLREPAACSHP SEWAGHMGRRLLLESVOLHDSGNYSCYRAG
EPEDNATVEWVLREPAAGCSHP SEWAGHMGRRLLLESVOLHDSGNYSCYRAG

R FEHAFETAAETAET AT AT AT I AT AT A I AT NS A A ST A AT A A A&

RPAGTVHLLVDVPPEEPOLSCFRESPLSNVVCENGPRSTPSLTITEAVLLY
RPAGTVHLLVDVPPEEPOLSCFRESPLSNVVCENGPRSTPSLTITEAVLLY

AT EHAFETAETHAAT AT AAT A IS I A ET AT A I NSNS A AT A AT A A A&

REFONSPAEDFOEPCOYSOESOEFSCOLAVPECDSSFYIVSMCVASSVGES
REFONSPAEDFUEPCOYSOESOEFSCOLAVPECDSSFY IVSMCVASSVGES

R FEHAFETAFETAAETAAET AT T AT AT AT AT AT AT AT AT A&

KFSETOTFOGCGILOPD P PANI TVIAVARNPENLSVIWOD PFHSWHSSFYR
KFSETOTFOGCGILOPD P PANI TVIAVARNPENLSVINOD PHSWHSSFYR

AT EHAETAAT AT AT AT A I AT AT A IS AT A AT A AT A AT A A A

LEFELRYRAERSKTFTTWMVED LOHHCVIHDAWSGLEHVVULRADEEFGD
LEFELRYRAERSKTFTTWMVED LOHHCVIHDAWSGLEHVVULRADEEFGD

R FEAET A AT AAT AT AT A I A I A I AT AT A AT A AT A A ST A AT A A A

GEWSEWSPERMGTPWTESRSPPARGGEGSGEEESVEPDPLVOCGGISSLE
GEWSEWSPERMGTPWTESRSPPARGGEGSGEEESVEPGSTSPVNWNFESR

EHFAAETA AT A AT AT AT AT AT A AT A A A AT Ao

GPFEPADOPRLCLLVASHLLFAPPPCLE

G -

*



Danksagung

8.3 Danksagung

Ich méchte mich ber dem Team des Instituts fiir Biochenme und Molekularbiologie IT
fiir die Unterstiitzung und grofe Hilfe wihrend dieser Arbeit bedanken. Insbesondere
memem Doktorvater Univ.-Prof. Dr. Jiirgen Scheller und Paul Baran, M. Sc. fiir die
Unterstiitzung be1 der Erarbeitung des Konzepts und die Anleitung bei der Arbeit 1m
Labor.

Zudem méchte ich mich ber meiner Fanulie bedanken. Bei memen Eltern und meinen
Geschwistern Sisa1, Hosai und Wagma fiir die Hilfe und den Glauben an mich in
schweren Jahren, dieser Dank gilt auch meinen Freundinnen Julia, Martina, Steffi und
Hafase.

117



	Sadiq, Rana - Zusammenfassung DE-ENG.pdf
	Aus dem Institut für Biochemie und Molekularbiologie ІІ der                                         Heinrich_1.pdf
	1 Einleitung
	1.1 Das pleiotrope Zytokin Interleukin 6
	1.2  Die Signaltransduktion des Interleukin 6
	1.3  Die Pathologie des Interleukin 6

	2 Ziel dieser Arbeit
	3.1.2 Antikörper
	3.1.3 Chemikalien
	3.1.4 Enzyme
	3.1.5 Geräte
	3.1.6 Größenmarker
	3.1.7 KITs
	3.1.8 Kulturmedien
	3.1.8.1 Kulturmedien: Bakterien
	3.1.8.2 Kulturmedien: Zellkultur

	3.1.9 Oligonukleotide
	3.1.10 Plasmide
	3.1.11 Pufferzusammensetzung
	3.1.12 Rekombinante Proteine
	3.1.13 Verbrauchsmaterial
	3.1.14 Zelllinien
	3.2 Methoden
	3.2.1 Molekularbiologische Methoden
	3.2.1.1 DNA-Konzentrationsbestimmung
	3.2.1.2 DNA Präparation durch Mini-Präparation und Midi-Präparation
	3.2.1.2.1 Mini-Präparation
	3.2.1.2.2 Midi-Präparation

	3.2.1.3 Kultivierung von Bakterien mittels Nährmedium und Agar-Platten
	3.2.1.4 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
	3.2.1.4.1 Gradienten-PCR
	3.2.1.4.2 Zielgerichtete Mutagenese-PCR (site-directed mutagenesis PCR)

	3.2.1.5 DpnI-Verdau
	3.2.1.6 Transformation des PCR-Produktes in chemisch kompetente XL1 blue-E. coli Stämme
	3.2.1.7 Enzymatische Spaltung durch Restriktionsenzyme
	3.2.1.7.1 Erstellung des sIL-6R aus mutiertem HIL-6 durch BamHІ Spaltung

	3.2.1.8 Ligation vom DNA-Fragmenten
	3.2.1.9 DNA-Extraktion mittels Agarosegelelektrophorese

	3.2.2 Zellkultur
	3.2.2.1 Zellzahlbestimmung
	3.2.2.2 Kultivierung von Suspensionszellen
	3.2.2.3 Kultivierung von adhärenten Zellen
	3.2.2.4 Transfektion von adhärenten Zellen (COS-7-Zellen und HEK-293-Zellen)
	3.2.2.5 Steriles Filtrieren von Zellüberständen
	3.2.2.6 Herstellung von Zelllysaten
	3.2.2.7 Proliferationsassay

	3.2.3 Immunbiochemische Methoden
	3.2.3.1 Enzyme-Linked-Immunsorbent-Assay (ELISA)
	3.2.3.1.1 Enzyme-Linked-Immunsorbent-Assay (ELISA): IL-6R ELISA
	3.2.3.1.2 Enzyme-Linked-Immunsorbent-Assay (ELISA): IL-6/sIL-6R Komplex ELISA

	3.2.3.2 SDS-Page (Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis)
	3.2.3.3 Western Blot



	4. Ergebnisse
	4.1 Transfektion von COS-7-Zellen mit cDNAs für IL-6-GFP
	4.2 Mutagenese-PCR zur Einbringung von Cysteinen in die Proteine IL-6-GFP, HIL-6 und IL-6R
	4.3 Erstellung des sIL-6R aus HIL-6 cys
	4.4 Erstellung des mutierten sIL-6R durch PCR
	4.5 Transfektion von COS-7- und HEK-293-Zellen
	4.6 Biologische Aktivität der mutierten Zytokine
	4.7 Funktionsweise des IL-6/sIL-6R Komplex ELISAs
	4.8 Durchführung des IL-6/sIL-6R Komplex ELISAs mit IL-6, dem sIL-6R und HIL-6
	4.9 IL-6/sIL-6R Komplex ELISA mit IL-6/Konzentrationen von sIL-6R
	4.10 Durchführung des IL-6/sIL-6R Komplex ELISAs mit Blutserum

	5. Diskussion
	5.1 IL-6/sIL-6R Komplex ELISA
	5.2 Bildung eines stabilen IL-6/sIL-6R Komplexes

	6. Schlussfolgerung
	7. Literaturverzeichnis
	8. Anhang
	8.1 Abkürzungsverzeichnis
	8.2 Plasmidkarten
	8.3 Danksagung

	Ich möchte mich bei dem Team des Instituts für Biochemie und Molekularbiologie II




