INAUGURAL-DISSERTATION ZUR ERLANGUNG DES
AKADEMISCHEN GRADES
DOCTOR RERUM NATURALIUM IM FACH BIOCHEMIE

Antivirale Oligonukleotide:

DNAzym- und RNA-Interferenz Strategien gegen Picornaviren

Vorgelegt von
Steffen Schubert

aus Kiel

am Fachbereich Biologie, Chemie, Pharmazie

der Freien Universitit Berlin

April 2005



Diese Arbeit wurde in der Zeit von September 2002 bis Februar 2005 am Institut fiir
Chemie/Biochemie der Freien Universitit Berlin in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Volker A.
Erdmann angefertigt. Der Verfasser versichert, die Arbeit eigenstéindig durchgefiihrt und alle

Hilfsmittel angegeben zu haben.

Gutachter: Prof. V. A. Erdmann, FU Berlin
Prof. H. Zeichhardt, Charité Berlin

Datum der Disputation: 7.10.2005



INHALTSVERZEICHNIS

1 EINLEITUNG

1.1 Antisense-basierte Strategien

1.2 Mechanismen von Antisense-Agentien

1.2.1

1.2.2

1.2.3

1.2.4
1.2.4.1
1.2.4.2
1.2.4.3
1.2.4.4

1.3 Schwierigkeiten bei der Entwicklung effizienter Antisense-Strategien

Antisense-Oligodesoxynukleotide (AS-ODNs)
Ribozyme
DNAzyme
RNA-Interferenz (RNA1)
Mechanismus
Biologische Funktion in der Virusabwehr
Anwendung in Sdugetierzellen
Antivirale RNAi-Ansditze

1.3.1 Wahl einer geeigneten Zielsequenz (target site selection)
1.3.2 Stabilisierung und Pharmakokinetik
1.3.3 Zelluldre Aufnahme von Oligonukleotiden
1.3.4 Spezifitiat und Nebenwirkungen (off-target Eftekte)
1.3.5 Viral Escape
1.4 Picornaviren
1.4.1 Struktur
1.4.2 Funktion

2 ZIELSETZUNG

3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 Gerite und Chemikalien

3.2 Oligonukleotide

3.2.1
322

Sequenzen

Konzentrationsbestimmungen

3.3 Klonierungen und in vitro-Transkriptionen

3.4 Aktivititsmessungen an DNAzymen

3.4.1
342
343

RNase H Assay
Radioaktive Markierung von Nukleinsduren
Kinetische Messungen an DNAzymen

[\

O o0 0 b W W

32

33

33

33
34
35

35
39

39
39
39



3.5

Stabilititsbestimmungen von DNAzymen

3.6 Zellkulturmethoden
3.6.1 Zellkulturbedingungen und Transfektionen
3.6.2 Western Blot
3.6.3 Cell-Viability Test
3.64 Plaque-Assay

4

4.1

4.2

5.1
5.2
5.3
5.4

ERGEBNISSE

Optimierung eines 10-23 DNAzyms gegen 5’-NTRs von Picornaviren
4.1.1 Vorarbeiten
4.1.2 Modifizierte Nukleotide in den Bindungsarmen
4.13 Modifizierte Nukleotide im katalytischen Zentrum
4.1.4 Optimiertes Design fiir das DNAzym
4.1.5 Ubertragung auf DNAzyme mit anderer Spezifitit
4.1.6 Stabilititsstudien
4.1.7 Erhohte Aktivitdt gegen Zielmolekiile mit stabiler Sekundarstruktur

siRNAs gegen Coxsackievirus B3

4.2.1 EinfluB stabiler Sekundirstrukturen des Zielmolekiils auf die Silencing-

Effizienz von siRNAs

422 shRNA-Doppelexpressionsvektor zur Verhinderung von Escape-Mutanten

423 Inhibition der Virusreplikation mit siRNAs

DISKUSSION

Optimierung des 10-23 DNAzyms

i

41

42
42
42
43
43

45

44
45
46
49
50
51
52
54

59

63
69
74
79

79

Aktivitit des DNAzyms gegen 5’-NTRs verschiedener Rhino- und Enteroviren 85

RNA-Interferenz gegen Coxsackievirus B3

SiDEx-Vektor und Vermeidung von Viral Escape

Z.USAMMENFASSUNG / SUMMARY

LITERATURVERZEICHNIS

ANHANG

A Verzeichnis der Abkiirzungen

B Danksagung

C Curriculum vitae

D Eigene Veroffentlichungen und Patentanmeldung

88
94

98

100

115
115
116
117
118



Anhang C

117

Name:
Geburtsdatum:
Geburtsort:

Schulbildung

1975-1979
1979-1988
Mai 1988

1988-1990

Studium

1990-1994
1990-1991

Mai 1994

1994

Mai 2002

seit September 2002

ANHANG C:
CURRICULUM VITAE

Steffen Schubert
21.10.1969
Kiel

Theodor-Heuss Grundschule Kiel
Gymnasium Kieler Gelehrtenschule
Abitur

Zivildienst im Altenpflegeheim der Arbeiterwohlfahrt in Kiel

Studium Dirigieren an der Hochschule der Kiinste Berlin
Auslandsaufenthalt an der Indiana University, Bloomington, IN, USA
(Hauptfach Klavier, Nebenfach Chemie)

Diplom Dirigieren, Gesamtnote ,,sehr gut*

Beginn Studium Biochemie, Freie Universitét Berlin.

Diplom Biochemie an der FU Berlin. Gesamtnote ,,sehr gut*
Doktorarbeit in der Arbeitsgruppe von Prof. Volker A. Erdmann (FU
Berlin)

Beruflicher Werdegang (Musik)

1992-1998  Deutsche Oper Berlin, zunichst Assistent des Chordirektors, ab 1996

Solorepetitor

1995-heute  Assistent des Chordirektors bei den Bayreuther Richard-Wagner Festspielen
1996-1998  Lehrauftrige fiir Repetition an der HdK und der Hanns-Eisler Hochschule

Berlin

1998-2000  Chordirektor und Dirigent am Salzburger Landestheater, Osterreich
2000-2002  Kommissarischer Direktor der ,,Sing-Akademie zu Berlin®
seit 2000 freiberufliche Tétigkeit als Chorleiter und Dirigent, u.a.:

Choreinstudierungen Salzburger Festspiele 2000, Oper Ziirich 2002,
Aufnahmen mit dem Chor des Westdeutschen Rundfunks und des
Norddeutschen Rundfunks.




<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.5
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJDFFile false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize false
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName (http://www.color.org)
  /PDFXTrapped /Unknown

  /Description <<
    /FRA <>
    /ENU (Use these settings to create PDF documents with higher image resolution for improved printing quality. The PDF documents can be opened with Acrobat and Reader 5.0 and later.)
    /JPN <FEFF3053306e8a2d5b9a306f30019ad889e350cf5ea6753b50cf3092542b308000200050004400460020658766f830924f5c62103059308b3068304d306b4f7f75283057307e30593002537052376642306e753b8cea3092670059279650306b4fdd306430533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103057305f00200050004400460020658766f8306f0020004100630072006f0062006100740020304a30883073002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d30678868793a3067304d307e30593002>
    /PTB <>
    /DAN <>
    /NLD <>
    /ESP <>
    /SUO <>
    /ITA <>
    /NOR <>
    /SVE <>
    /DEU <>
  >>
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [595.000 842.000]
>> setpagedevice




