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Beschreibung
STAND DER TECHNIK

[0001] Bewertung moglicher Arzneistoffziele umfasst die Bestimmung ob ein DNA-, RNA- oder Proteinmole-
kil mit einem Erkrankungsprozess in Verbindung gebracht wird und daher ein geeignetes Ziel fiir die Entwick-
lung von neuen therapeutischen Arzneistoffen ist. Arzneistoff-Entdeckung, der Prozess bei dem bioaktive Ver-
bindungen identifiziert und charakterisiert werden ist ein entscheidender Schritt in der Entwicklung von neuen
Behandlungen fir menschliche Krankheiten. Das Umfeld der Arzneistoff-Entdeckung hat sich aufgrund der
Genomics-Revolution dramatisch verandert. DNA- und Proteinsequenzen ergeben eine Menge an neuen Arz-
neistoffzielen und eine enorme Menge an damit in Zusammenhang stehender Information.

[0002] Die Identifizierung von Genen und Proteinen, die an verschiedenen Krankheitsstadien oder entschei-
denden biologischen Prozesse beteiligt sind, wie zum Beispiel Entziindung oder Immunantwort, ist ein ent-
scheidender Teil der Arzneistoffentwicklung. Viele Krankheiten und Stérungen kdénnten durch die Expression
von einem oder mehreren Genen, die in der molekularen Atiologie des Zustandes beteiligt sind, behandelt oder
verhindert werden, wenn das geeignete molekulare Ziel identifiziert und geeignete Antagonisten entwickelt
werden konnten. Krebs zum Beispiel, in dem ein oder mehrere zellulare Oncogene aktiviert werden und in der
ungehinderten Progression von Zellzyklusprozessen resultieren, kénnte durch Antagonisieren von geeigneten
Zellzyklus-Kontrollgenen behandelt werden. Dariber hinaus resultieren viele menschliche genetische Erkran-
kungen, wie zum Beispiel Huntington Krankheit und bestimmte Prionen-Zustande, die sowohl durch geneti-
sche als auch durch epigenetische Faktoren beeinflusst werden, im Gegensatz zu einem voélligen Funktions-
verlust, aus der unangemessenen Aktivitat eines Polypeptids. Demgemalf wirde das Bekampfen der abwei-
chenden Funktion solcher Mutantengene eine MalRnahme zur Behandlung bereitstellen. AulRerdem sind infek-
tidse Krankheiten wie zum Beispiel HIV erfolgreich mit molekularen Antagonisten behandelt worden, die auf
spezielle wesentliche retrovirale Proteine wie zum Beispiel HIV-Protease oder Reverse Transkriptase abzielen.
Arzneistoff-Therapie-Strategien zur Behandlung von solchen Krankheiten und Stérungen haben oft molekulare
Antagonisten eingesetzt, welche auf das Polypeptidprodukt des (der) Krankheitsgen(e) abzielen. Die Entde-
ckung von relevanten Gen- oder Proteinzielen ist oft schwierig und zeitintensiv.

[0003] Ein Gebiet von besonderem Interesse ist die Identifizierung von Wirtsgenen und Proteinen, die von Vi-
ren wahrend des viralen Lebenszyklus hinzugewahlt werden. Die ernsthafte und unheilbare Natur von vielen
viralen Krankheiten, gekoppelt mit der hohen Mutationsrate, die in vielen Viren festgestellt wird, flhrt dazu,
dass die Identifizierung von antiviralen Mitteln hohe Prioritat bei der Verbesserung der Weltgesundheit genief3t.
Gene und Proteine, die am viralen Lebenszyklus beteiligt sind, sind auch als ein Gegenstand flir die Untersu-
chung attraktiv, da solche Gene und Proteine iblicherweise zusatzliche Aktivitaten in der Wirtszelle haben und
eine Rolle in anderen nicht-viralen Krankheitszustanden spielen kdnnen.

[0004] Virale Reifung bendtigt die proteolytische Prozessierung der Gag-Proteine und die Aktivitat des Wirt-
sproteins. Es wird angenommen, dass zelluldre Maschinerien fir Exo/Endocytose und fur Ubiquitinkonjugation
an der Reifung beteiligt sein kdnnen. Insbesondere hangt das Zusammenfligen, die Sprossung und anschlie-
Rende Freisetzung der retroiden Viren und RNA-Viren, wie zum Beispiel von verschiedenen Retroviren, Rhab-
doviren, Lentiviren und Filoviren vom Gag-Polyprotein ab. Nach seiner Synthese zielt Gag auf die Plasma-
membran ab, wo es die Sprossung von im Entstehen begriffenen Viruspartikeln induziert.

[0005] Auf die Rolle von Ubiquitin im Zusammenfiigen des Virus wurde von Dunigan et al. (1988, Virology
165, 310; Meyers et al. 1991, Virology 180, 602) hingewiesen, die beobachtet haben, dass reife Viruspartikel
in nicht-konjugiertem Ubiquitin angereichert wurden. Vor kurzem ist gezeigt worden, dass Proteasom-Inhibito-
ren die Freisetzung von HIV-1, HIV-2 und Virus-dhnlichen Partikeln unterdriicken, die von SIV- und RSV-Gag
stammen. Inhibitoren beeinflussen auch die Gag-Prozessierung und Reifung in infektidse Partikel (Schubert et
al. 2000, PNAS 97, 13057, Harty et al. 2000, PNAS 97, 13871, Strack et al. 2000, PNAS 97, 13063, Patnaik
et al. 2000, PNAS 97, 13069).

[0006] Es istim Fachgebiet gut bekannt, dass Ubiquitin-vermittelte Proteolyse der Hauptweg fiir den selekti-
ven kontrollierten Abbau von intrazellularen Proteinen in eukaryontischen Zellen ist. Ubiquitin-Modifikation von
einer Vielzahl an Proteinzielen innerhalb der Zelle scheint in etlichen grundlegenden zellularen Funktionen, wie
zum Beispiel Regulation der Genexpression, Regulation des Zellzyklus, Modifikation der Zelloberflachenrezep-
toren, Biogenese von Ribosomen und DNA-Reparatur wichtig zu sein. Eine Hauptfunktion des von Ubiquitin
vermittelten Systems ist es die Halbwertszeit von zellularen Proteinen zu kontrollieren. Die Halbwertszeit von
unterschiedlichen Proteinen kann von wenigen Minuten bis zu mehreren Tagen reichen und kann, abhangig
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vom Zelltyp, Ernahrungszustand und Umweltbedingungen sowie dem Stadium des Zellzyklus, erheblich vari-
ieren.

[0007] Ausgewahlte Proteine, die, wahrscheinlich durch die Wirkungen eines Ubiquitin-abhangigen Protea-
soms, selektiven Abbau durchmachen, sind durch die Bildung einer Isopeptidbindung zwischen dem C-termi-
nalen Glycyl-Rest von Ubiquitin und einem spezifischen Lysyl-Rest im Substratprotein kovalent mit Ubiquitin
markiert. Dieser Prozess wird durch ein Ubiquitin-aktivierendes Enzym (E1) und ein Ubiquitin-konjugierendes
Enzym (E2) katalysiert und kann in manchen Fallen auch zuséatzliche Substrat-Erkennungsproteine (E3s) be-
notigen. Nach dem Verbinden der ersten Ubiquitin-Kette, kdnnen zusatzliche Ubiquitinmolekile an die Ly-
sin-Seitenketten des vorher konjugierten Restes angeheftet werden, um verzweigte mehrfache Ubiquitin-Ket-
ten zu bilden.

[0008] Die Konjugation von Ubiquitin an Proteinsubstrate ist ein mehrstufiger Prozess. In einem anfanglichen
Schritt, der ATP benétigt, wird ein Thioester zwischen dem C-Terminus von Ubiquitin und einem internen Cy-
steinrest eines E1-Enzyms gebildet. Aktiviertes Ubiquitin wird dann zu einem spezifischen Cystein auf einem
von mehreren E2-Enzymen Ubertragen. SchlieRlich spenden diese E2-Enzyme Ubiquitin an Proteinsubstrate.
Substrate werden entweder direkt durch Ubiquitin-konjugierte Enzyme oder durch assoziierte Substrat-Erken-
nungsproteine, die E3-Proteine, erkannt, die auch als Ubiquitin-Ligasen bekannt sind.

[0009] Es ist auch bekannt, dass das Ubiquitinsystem bei einer groRen Auswahl an zellularen Prozessen eine
Rolle spielt, einschlieflich Zellzyklus-Progression, Apoptose und Umsatz von vielen Membranrezeptoren. In
viralen Infektionen ist das Ubiquitinsystem nicht nur am Zusammenfiigen, der Sprossung und Freisetzung be-
teiligt, sondern auch an der Repression von Wirtsproteinen wie zum Beispiel p53, die zu einem viral-induzierten
Neoplasma fuhren kénnen. Das HIV- Vpu-Protein interagiert mit einem E3-Protein, das den IkB-Abbau regu-
liert und von dem angenommen wird, dass es Apoptose von infizierten Zellen durch direkte Hemmung der
NF-kB-Aktivitat fordert (Bour et al. (2001) J Exp Med 194:1299-311; U.S. Patentnummer 5.932.425).

[0010] Die vesikularen Trafficking-Systeme sind die Hauptwege fiir die Verteilung von Proteinen zwischen
Zellorganellen, der Plasmamembran und dem extrazelluldren Medium. Die vesikularen Trafficking-Systeme
kdnnen direkt oder indirekt an einer Vielzahl von Krankheitsstadien beteiligt sein. Die bedeutendsten Vesi-
kel-Traffickingsysteme in eukaryontischen Zellen umfassen jene Systeme, die durch Clathrin-beschichtete Ve-
sikel und Coatomer-beschichtete Vesikel vermittelt werden. Clathrin-beschichtete Vesikel sind im Allgemeinen
am Transport beteiligt, wie zum Beispiel im Falle von Rezeptor-vermittelter Endozytose zwischen der Plasma-
membran und den frihen Endosomen, sowie vom Trans-Golgi-Netzwerk zu den Endosomen. Coatomer-be-
schichtete Vesikel umfassen mit Hillenprotein | (COP-I) beschichtete Vesikel und COP-Il beschichtete Vesikel,
wobei beide die Tendenz haben den Transport von einer Vielzahl an Molekiilen zwischen dem ER und den Gol-
gi-Zisternen zu vermitteln. In jedem Fall wird ein Vesikel durch Sprossung aus einem Teil der Membran ge-
formt, die mit Hillenproteinen beschichtet ist und die Vesikel werfen ihre Hille ab bevor sie mit der Zielmem-
bran verschmelzen.

[0011] Clathrin-Hullen figen sich an der cytoplasmatischen Oberflaiche der Membran zusammen indem sie
Gruben bilden, die sich dann letztendlich abschniren und zu Vesikeln werden. Clathrin selbst setzt sich aus
zwei Untereinheiten zusammen. Die schwere und die leichte Kette von Clathrin, die das Clathrin-Triskelion bil-
den. Clathrine verbinden sich mit einer Reihe anderer Proteine, einschliellich dem Assembly-Protein AP180,
den Adaptorkomlexen (AP1, AP2, AP3 und AP4), Beta-Arrestin, Arrestin 3, Auxilin, Epsin, Eps15, v-SNAREs,
Amphiphysine, Dynamin, Synaptojanin und Endophilin. Die Adaptorkomplexe férdern die Clathrin-Gehausebil-
dung und helfen Clathrin sich mit der Membran, Menbranproteinen und vielen anderen der vorhergehenden
Komponenten zu verbinden. AP1 verbindet sich mit Clathrin-beschichteten Vesikeln, die aus dem Trans-Gol-
gi-Netzwerk stammen und enthalt y-, 1-, p1- und o1-Polypeptidketten. AP2 verbindet sich mit endocytischen
Clathrin-beschichteten Vesikeln und enthalt a-, f2-, p2- und o2-Polypeptide. Interaktionen zwischen dem Cal-
thrinkomplex und anderen Proteinen werden durch eine Vielzahl an Domanen vermittelt, die sich in den Kom-
plexproteinen finden, wie zum Beispiel SH3 (Src Homologie 3)-Domanen, PH (Pleckstrin Homologie)-Doma-
nen, EH- und NPF-Damanen. (Marsh et al. (1999) Science 285:215-20; Pearse et al. (2000) Curr Opin Struct
Biol 10(2):220-8).

[0012] Coatomer-beschichtete Vesikelbildung wird durch Rekrutierung einer kleinen GTPase (z.B. ARF oder
SAR) durch seinen verwandten Guanin-Nucleotid-Austauschfaktor initiiert (z.B. SEC12, GEA1, GEA2) er-
kannt. Der anfangliche Komplex wird durch einen Hullen-Proteinkomplex (COPI oder COPII) erkannt. Die Hille
wachst dann Uber die Membran und verschiedene Cargo-Proteine werden im wachsenden Netzwerk einge-
schlossen. Die Membran wdlbt sich schlussendlich und wird zu einem Vesikel. Die Hullenproteine stimulieren
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die GTPase-Aktivitat der GTPase und nach der Hydrolyse des GTPs werden die Hillenproteine von dem Kom-
plex freigesetzt, wobei das Vesikel enthillt wird. Andere Proteine, die mit Coatomer-beschichteten Vesikeln in
Zusammenhang gebracht werden umfassen v-SNAREs, Rab-GTPasen und verschiedene Rezeptoren, die
helfen die geeigneten Cargo-Proteine zu rekrutieren. (Springer et al. (1999) Cell 97:145-48).

ZUSAMMENFASSUNG

[0013] Zu diesem Zweck stellt die Anmeldung eine neue Ubiquitinligase bereit, POSH (Plenty Of SH3 Do-
mains) Nucleinsduresequenzen und Proteine, die dadurch codiert sind. In bestimmten Ausfihrungsformen
spielen POSH-Proteine eine Rolle bei der viralen Reifung. Wahlweise hat POSH beim Zusammenfiigen oder
Trafficking von Komplexen eine Wirkung, die die virale Freisetzung vermitteln. In einer Ausfiihrungsform kon-
nen POSH-Polypeptide die Ubiquitinierung von bestimmten Proteinen stimulieren oder die Membranfusion der
beiden stimulieren. Wie ein Fachmann leicht verstehen wird, kann ein POSH-Protein vielfache unterschiedli-
che Komplexe zu unterschiedlichen Zeiten bilden. In bestimmten Ausfihrungsformen wirkt ein POSH-Polypep-
tid beim vesikularen Trafficking. In weiteren Ausfihrungsformen reguliert ein POSH-Polypeptid einen Rac-Si-
gnalweg. In noch einer anderen Ausfuhrungsform reguliert ein POSH-Polypeptid einen JNK-Weg. In einer zu-
satzlichen Ausflihrungsform reguliert ein POSH-Polypeptid NF-kB. In einer anderen Ausfiihrungsform reguliert
ein POSH-Polypeptid Apoptose.

[0014] In manchen Aspekten stellt die Erfindung Nucleinsduresequenzen und Proteine bereit, die dadurch co-
diert werden, sowie auch Oligonucleotide, die aus den Nucleinsduresequenzen stammen, Antikérper die ge-
gen die codierten Proteine gerichtet sind, Screeningtests zur Identifikation von Mitteln, die POSH modulieren
und diagnostische Verfahren zum Nachweisen von Zellen, die mit einem Virus infiziert sind, vorzugsweise Vi-
rus mit einer Hulle, RNA-Virus und insbesondere ein Retrovirus.

[0015] In einem Aspekt stellt die Erfindung eine isolierte Nucleinsaure bereit, umfassend die Nucleotidse-
quenz, bestehend aus SEQ ID NO: 1 oder SEQ ID NO: 3.

[0016] In anderen Ausfiihrungsformen stellt die Erfindung eine Nucleinsaure bereit, ferner umfassend eine
transkriptionelle regulatorische Sequenz, die mit der Nucleotidsequenz funktionsfahig verbunden ist, um die
Nucleotidsequenz fiir die Verwendung als einen Expressionsvektor geeignet zu machen. In einer anderen Aus-
fuhrungsform kann die Nucleinsaure in einen Expressionsvektor aufgenommen werden, der im Stande ist in
einer prokaryontischen oder eukaryontischen Zelle zu replizieren. Die Erfindung stellt daher einen Expressi-
onsvektor bereit, umfassend die Nucleinsaure der Erfindung. In einer verwandten Ausfuhrungsform stellt die
Erfindung eine Wirtszelle bereit, die mit dem Expressionsvektor transfiziert ist.

[0017] In einem Aspekt stellt die Erfindung eine siRNA bereit, die zwischen 15 und 30 aufeinander folgende
Nucleotide einer Nucleinsauresequenz aufweist, die auf dem RNA-Niveau zu einer Sequenz von SEQ ID NO:
1 und/oder NO: 3 identisch ist und die, wenn sie in eine Zelle eingefiihrt wird, die Menge an menschlicher
POSH-mRNA und/oder eines menschlichen POSH-Polypeptids vermindert und im Stande ist die Herstellung
von Virus-ahnlichen Partikeln in der Zelle zu hemmen, wobei diese siRNA eine Sequenz umfasst, die aus der
Gruppe ausgewahlt ist bestehend aus irgendeiner der SEQ ID NOs: 15, 16, 18, 19, 21, 22, 24 und 25. In einer
verwandten Ausfuhrungsform der Erfindung ist die siRNA ein Duplex, der zwischen SEQ ID NOs: 15 und 16;
SEQ ID NOs: 18 und 19; SEQ ID NOs: 21 und 22; oder SEQ ID NOs: 24 und 25 gebildet wird.

[0018] In einem anderen Aspekt stellt die Erfindung Polypeptide bereit. In einer Ausfuhrungsform betrifft die
Erfindung ein gereinigtes rekombinantes menschliches POSH-Polypeptid von SEQ ID NO: 2, das durch die
Wirtszelle der Erfindung exprimiert wird.

[0019] Die Erfindung stellt auch ein isoliertes Polypeptid bereit, bestehend aus einer Aminosauresequenz die
nicht identisch zu SEQ ID NO: 2 ist.

[0020] Die betreffenden Proteine kénnen auch als chimare Molekule bereitgestellt werden, wie zum Beispiel
in Form von Fusionsproteinen. Zum Beispiel kann das POSH-Polypeptid als ein rekombinantes Fusionsprotein
bereitgestellt werden, das einen zweiten Polypeptidteil umfasst, z.B. ein zweites Polypeptid, das eine Amino-
sauresequenz aufweist, die mit POSH nicht verwandt ist (heterolog) z.B. ist der zweite Polypeptidteil Glutathi-
on-S-Transferase, z.B. ist der zweite Polypeptidteil eine enzymatische Aktivitat wie zum Beispiel alkalische
Phosphatase, z.B. ist der zweite Polypeptidteil ein Epitop, Tag, usw.

[0021] In bestimmten Ausfiihrungsformen werden die betreffenden POSH-Nucleinsauren eine transkriptionel-
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le regulatorische Sequenz umfassen, z.B. mindestens einen Transkriptionspromotor oder eine transkriptionelle
Enhancer-Sequenz, deren regulatorische Sequenz funktionsfahig mit der POSH-Sequenz verbunden ist. Sol-
che regulatorischen Sequenzen kénnen verwendet werden, um die POSH-Sequenz brauchbar fiir die Verwen-
dung als einen Expressionsvektor zu machen.

[0022] In noch einem weiteren Aspekt stellt die Erfindung einen Test fir das Screening von Testbedingungen
fur Inhibitoren einer Interaktion zwischen einem POSH-Polypeptid und einem mit POSH assoziierten Protein
(POSH-AP) bereit, wie zum Beispiel eine spate Domanenregion eines RNA-Virus, wie zum Beispiel eines Re-
trovirus. Ein exemplarisches Verfahren umfasst die Schritte von (i) Verbinden von POSH-AP, einem POSH-Po-
lypeptid und einer Testverbindung, z.B. unter Bedingungen worin das POSH-Polypeptid und POSH-AP nur we-
gen der Testkomponente interagieren kénnen; und (ii) Nachweis der Bildung eines Komplexes, der das
POSH-Polypeptid und ein POSH-AP enthalt. Eine statistisch signifikante Veranderung, wie zum Beispiel eine
Verminderung in der Bildung des Komplexes in der Anwesenheit der Testverbindung (relativ dazu, was in der
Abwesenheit der Testkomponente beobachtet wird) deutet auf eine Modulation hin, z.B. Hemmung der Inter-
aktion zwischen dem POSH-Polypeptid und POSH-AP.

[0023] Ineinem zusatzlichen Aspekt stellt die Erfindung eine Nucleinsaure fir Therapien zur Manipulation von
POSH bereit. In einer Ausfiihrungsform stellt die Erfindung eine Zusammensetzung bereit, umfassend eine
siRNA, die zwischen 15 und 30 aufeinander folgende Nucleotide von einer Nucleinsduresequenz aufweist, die
auf dem RNA-Niveau identisch mit einer Sequenz von SEQ ID NO: 1 und/oder 3 ist und die, wenn sie in eine
Zelle eingefihrt wird, die Menge an menschlicher POSH-mRNA und/oder von einem menschlichen POSH-Po-
lypeptid vermindert und im Stande ist die Produktion von Virus-ahnlichen Partikeln in der Zelle zur Verwendung
in der Medizin zu hemmen. Bevorzugt umfasst siRNA eine Sequenz, die aus irgendeiner der SEQ ID NOs: 15,
16, 18, 19, 21, 22, 24 und 25 ausgewahlt wird.

[0024] Die Erfindung zeichnet sich auch durch transgene, nicht-menschliche Tiere, z.B. Mause, Ratten, Ka-
ninchen, Ziegen, Schafe, Hunde, Katzen, Kiihe oder nicht-menschliche Primaten aus, die ein Transgen auf-
weisen, z.B. Tiere die eine heterologe Form des hierin beschriebenen POSH-Gens umfassen (und vorzugs-
weise exprimieren). Ein solches transgenes Tier kann als ein Tiermodell zum Studium viraler Infektionen die-
nen, wie zum Beispiel HIV-Infektion, oder zur Verwendung im Arzneistoff-Screening fur virale Infektionen.

[0025] In weiteren Aspekten stellt die Erfindung Zusammensetzungen flr die Verabreichung einer Nuclein-
sauretherapie bereit, wie zum Beispiel Zusammensetzungen, umfassend ein Liposom und/oder einen pharma-
zeutisch vertraglichen Hilfsstoff oder Trager.

[0026] Die Anwendung der vorliegenden Erfindung wird, wenn nicht anderes angezeigt, herkdbmmliche Tech-
niken der Zellbiologie, Zellkultur, Molekularbiologie, transgenen Biologie, Mikrobiologie, rekombinanten DNA
und Immunologie einsetzen, die innerhalb des Fachwissens liegen. Solche Techniken werden in der Literatur
vollstéandig erklart. Siehe zum Beispiel Molecular Cloning A Laboratory Manual, 2. Auflage, herausgegeben
von Sambrook, Fritsch und Maniatis (Cold Spring Harbor Laborstory Press; 1989); DNA Cloning, Band | und Il
(D. N. Glover Hg., 1985); Oligonucleotide Synthesis (M. J. Gait, Hg., 1984); Mullis et al. U.S. Patentnummer
4.683.195; Nucleic Acid Hybridization (B.D. Hames & S.J. Higgins Hrsg. 1984); Transcription And Translation
(B. D. Harnes & S. J. Higgins Hrsg., 1984); Culture Of Animal Cells (R. I. Freshney, Alan R. Liss, Inc., 1987);
Immobilized Cells And Enzymes (IRL Press, 1986); B. Perbal, A Practical Guide to Molecular Cloning (1984);
die Abhandlung, Methods in Enzymology (Academic Press, Inc., N.Y.); Gene Transfer Vectors For Mammalian
Cells (J. H. Miller und M.P. Calos Hrsg., 1987, Cold Spring Harbor Laboratory); Methods In Enzymology, Bd.
154 und 155 (Wu et al. Hrsg.), Immunochemical Methods In Cell And Molecular Biology (Mayer und Walker,
Hrsg., Academic Press, London, 1987); Handbook of Experimental Immunology, Volumes I-IV (D. M. Weir und
C. C. Blackwell, Hrsg., 1986); Manipulating the Mouse Embryo, (Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold
Spring Harbor, N. Y., 1986).

[0027] Andere Besonderheiten und Vorteile der Erfindung werden aus der folgenden genauen Beschreibung
und aus den Ansprichen offensichtlich werden.

KURZE BESCHREIBUNG DER ABBILDUNGEN
[0028] Fig. 1: Menschliche POSH-Codierungssequenz (SEQ ID NO: 1)

[0029] FEig. 2: Menschliche POSH-Aminosauresequenz (SEQ ID NO: 2)
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[0030] Fig. 3: Menschliche POSH cDNA-Sequenz (SEQ ID NO: 3)

[0031] Fig. 4: 5' cDNA-Fragment von menschlichem POSH (6ffentliche gi:10432611; SEQ ID NO: 4)
[0032] Fig. 5: N-terminales Proteinfragment von hPOSH (6ffentliche gi:10432612; SEQ IDNO: 5)
[0033] Fig. 6: 3'-mRNA-Fragment von mPOSH (6ffentliche gi: 7959248; SEQ ID NO: 6)

[0034] Fig. 7: C-terminales Proteinfragment von hPOSH (6ffentliche gi:7959249; SEQ ID NO: 7)
[0035] Fig. 8: Gesamte menschliche POSH mRNA, vermerkte Sequenz

[0036] Fig. 9: Domanenanalyse von menschlichem POSH

}D.

[0037] Fig. 10: Diagramm von menschlichen POSH-Nucleinsduren. Das Diagramm zeigt das Volllangen
POSH-Gen und die Position von Regionen, die durch RT-PCR amplifiziert wurden oder auf die mit der in
Fig. 11 verwendeten siRNA abgezielt wurde.

[0038] Fig. 11: Knockdown von POSH-mRNA durch siRNA-Duplex. HeLa-SS-6-Zellen wurden mit siRNA ge-
gen Lamin A/C (Spuren 1, 2) oder POSH (Spuren 3-10) transfiziert. POSH siRNA wurde gegen die Codie-
rungsregion gerichtet (153 — Spuren 3,4; 155 — Spuren 5,6) oder die 3'UTR (157 — Spuren 7,8; 159 — Spuren
9, 10). Die Zellen wurde 24 Stunden nach der Transfektion gewonnen; RNA extrahiert und POSH mRNA-Men-
gen durch RT-PCR einer eigenstandigen Sequenz in der Codierungsregion des POSH-Gens verglichen (siehe
Eig. 10). GAPDH wird in jeder Reaktion als RT-PCR-Kontrolle verwendet.

[0039] Fig.12: POSH beeinflusst die Freisetzung von VLP aus Zellen. A) Phosphor Abbildungen von
SDS-PAGE-Gelen von Immunprazipitationen von 35S Pulse-Chase markierten Gag Proteinen werden fur zel-
luldre und virale Lysate aus transfizierten HeLa-Zellen prasentiert, die entweder mit POSH RNAI (50 nM fiir 48
Stunden) behandelt oder nicht behandelt wurden. Die Zeit wahrend der Chase-Periode (1, 2, 3,4 und 5 Stun-
den nach dem Pulse) wird fiir jedes Bild von links nach rechts dargestellt.

[0040] Fig. 13: Freisetzung von VLP aus Zellen bei stationdarem Zustand. HelLa-Zellen wurden mit einem
HIV-codierenden Plasmid und siRNA transfiziert. Spuren 1, 3 und 4 wurden mit Wildtyp HIV-codierendem Plas-
mid transfiziert. Spur 2 wurde mit einem HIV-codierenden Plasmid transfiziert, welches eine Punktmutation in
p6 (PTAP bis ATAP) enthielt. Kontroll-siRNA (Lamin A/C) wurde in Zellen in den Spuren 1 und 2 transfiziert.
siRNA zu Tsg101 wurde in Spur 4 transfiziert und siRNA zu POSH in Spur 3.

[0041] Fig. 14: Maus-POSH mRNA-Sequenz (6ffentliche gi:10946921; SEQ ID NO: 8)

[0042] Fig. 15: Maus-POSH-Proteinsequenz (6ffentliche gi: 10949622; SEQ ID NO: 9)

[0043] Fig. 16: Drosphila melanogaster POSH-mRNA-Sequenz (6ffentliche gi:17737480; SEQ ID NO: 10)
[0044] Fig. 17: Drosophila melanogaster POSH-Proteinsequenz (6ffentliche gi:17737481; SEQ ID NO: 11)
[0045] Fig. 18: POSH-Domanenanalyse

[0046] Fig. 19: teilweiser Knockdown von menschlichem POSH resultiert in der Reduktion von 4-Logs der
HIV-Infektiositat. Die Ergebnisse vom Infektiositatstest werden im Diagramm prasentiert. Die vertikale Achse
zeigt den Prozentsatz von infizierten Zielzellen und die horizontale Achse zeigt die wie vielfache Verdinnung
der Virus- Stamml&sungen verwendet wurde (siehe Beispiel 4 fur Einzelheiten des Experiments). Die offenen
Quadrate (oberste Zeile) zeigen die Resultate aus der Kontrolle an und die geschlossenen Quadrate (unterste
Zeile) zeigen die Resultate aus der Transfektion der Zellen mit RNAi zu POSH.

[0047] Fig. 20: Menschliches POSH-Protein vermittelt sowohl PTAP- und PPEY-vermittelte virale Parti-
kel-Freisetzung. Phosphor-Bilder von SDS-PAGE-Gelen von Immunprazipitationen von 35S Pulse-Chase mar-
kierten Gag-Proteinen, werden fir zellulare und virale Lysate aus transfizierten HeLa-Zellen prasentiert. He-
La-Zellen wurden mit einem HIV-codierenden Plasmid und siRNA transfiziert. Von Links nach Rechts: das linke
Feld wurde mit Wildtyp HIV-codierendem Plasmid transfiziert. Das mittlere Feld wurde mit einem HIV-codie-
renden Plasmid transfiziert, das eine Punktmutation (PPEE nach PPEY) enthalt. Das rechte Feld wurde mit
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einem HIV-codierenden Plasmid transfiziert, das eine Punktmutation in p6 (PTAP nach ATAP) enthalt. Von
oben nach unten: Kontroll-siRNA (Lamin A/C) wurde in Zellen im oberen Feld transfiziert. siRNA zu Tsg101
wurde in Zellen im mittleren Feld transfiziert und siRNA zu POSH wurde in Zellen im unteren Feld transfiziert.
Die Zeit wahrend der Chase-Periode (0, 1, 2, 4 und 8 Stunden nach dem Pulse) wird von links nach rechts fur
jedes Feld prasentiert.

[0048] Fig. 21: Deletion der RING-Domane und der 4. SH3-Domane von menschlichem POSH-Protein
hemmt die Freisetzung von viralem HIV1-Partikel.

[0049] Fig. 22: Menschliches POSH hat Ubiquitin-Ligaseaktivitat
[0050] Fig. 23: Menschliches POSH co-immunprazipitiert mit RAC1

[0051] Fig. 24: Knockdown von menschlichem POSH schlieRt HIV-Viruspratikel in intrazellulare Vesikel ein.
HIV-Virusfreisetzung wurde durch Elektronenmikroskopie analysiert, nach siRNA und Volllangen HIV-Plasmid-
transfektion. Reife Viren wurden von Zellen sezerniert, die mit HIV-Plasmid und nicht-relevanter siRNA trans-
fiziert waren (Kontrolle, unteres Feld). Knockdown von Tsg101-Protein resultierte in einem Sprossungsdefekt,
die freigesetzten Viren hatten einen unreifen Phanotyp (oberes Feld). Knockdown von hPOSH-Mengen resul-
tierte in der Akkumulation von Viren innerhalb der Zelle in intrazellularen Vesikeln (mittleres Feld).

[0052] Fig. 25: Menschliches POSH lokalisiert an zwei Stellen; eine am Nucleus und eine im Golgi (C). Nach
der HIV-Transfektion wird die POSH-Golgi-Lokalisierung verstarkt (D). HeLa- und 293T-Zellen wurden mit
pNenv-1 transfiziert. 24 Stunden nach der Transfektion wurden die Zellen mit primaren Antikdrpern gegen
POSH inkubiert und entweder mit anti-p24-Gag (B) oder einem Organellenmarker wie folgt: BiP — Endoplas-
matisches Retikulum (Daten nicht gezeigt), GM130 — Golgi, (C,D) Nucleoporin — Kernmatrix (E,F) und Histon
H1 — Nucleus (Daten nicht gezeigt). Zwei unterschiedliche fluoreszenzmarkierte sekundare Antikérper wurden
verwendet. Spezifische Signale wurden durch Laser-Scanning-Confokale Mikroskopie erhalten und einzelne
Signale wurden uberlagert, um ihre relativen Positionen zu bewerten. POSH ist im Nucleus (A) lokalisiert und
teilweise gleichzeitig mit HIV-1-Gag und dem Golgi-Marker, wahrscheinlich in der nuclearen Matrix (B) nach
Transfektion, auRerhalb des Nucleus lokalisiert.

GENAUE BESCHREIBUNG DER ERFINDUNG
1. Definitionen

[0053] Der Begriff ,Bindung" bezieht sich auf eine direkte Assoziation zwischen zwei Molekiilen, zum Beispiel
aufgrund von kovalenten, elektrostatischen, hydrophoben, ionischen und/oder Wasserstoffbriicken-Interaktio-
nen unter physiologischen Bedingungen.

[0054] ,Zellen", ,Wirtszellen" oder ,rekombinante Wirtszellen" sind Begriffe, die hierin austauschbar verwen-
det werden. Es ist klar, dass sich solche Begriffe nicht nur auf eine spezielle betreffende Zelle beziehen, son-
dern auf den Nachkommen oder mégliche Nachkommen einer solchen Zelle. Da bestimmte Modifikationen in
nachfolgenden Generationen entweder aufgrund von Mutation oder Umwelteinflissen stattfinden kénnen, kén-
nen solche Nachkommen tatsachlich nicht mit der Elternzelle identisch sein, aber noch immer innerhalb des
Geltungsbereiches des Begriffes, wie er hierin verwendet wird, eingeschlossen sein.

[0055] Ein ,chimares Protein" oder ,Fusionsprotein” ist eine Fusion von einer ersten Aminosauresequenz, die
ein Polypeptid codiert, mit einer zweiten Aminosauresequenz, die eine Domane definiert, die zu irgendeiner
Domane der ersten Aminosauresequenz fremd und nicht wesentlich homolog damit ist. Ein chimares Protein
kann eine Fremd-Domane darstellen, die in einem Organismus gefunden wird (obgleich in einem unterschied-
lichen Protein), der auch das erste Protein exprimiert oder es kann eine ,Interspezies-", ,Intergen" usw. Fusion
von Proteinstrukturen sein, die durch unterschiedliche Arten von Organismen exprimiert werden.

[0056] Die Begriffe ,Verbindung", ,Test-Verbindung" und ,Molekuil" werden hierin austauschbar verwendet
und sollen Peptide, Nucleinsduren, Kohlenhydrate, kleine organische Molekile, natirliche Produktext-
rakt-Banken und alle andere Molekiile (einschlieBlich, aber nicht beschrankt auf Chemikalien, Metalle und or-
ganometallische Verbindungen) umfassen, sind aber nicht auf sie beschrankt.

[0057] Die Redewendung ,konservative Aminosauresubstitution" bezieht sich auf Gruppierungen von Amino-
sauren auf der Basis von bestimmten allgemeinen Eigenschaften. Eine funktionelle Art die gemeinsamen Ei-
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genschaften zwischen einzelnen Aminosauren zu definieren, ist es die genormten Frequenzen von Aminosau-
reveranderungen zwischen entsprechenden Proteinen von homologen Organismen zu analysieren (Schulz, G.
E. und R. H. Schirmer., Principles of Protein Structure, Springer-Verlag). GemaR solchen Analysen kénnen
Gruppen von Aminosauren definiert werden, wobei Aminosauren innerhalb einer Gruppe vorzugsweise mitein-
ander austauschen und einander daher am meisten in der Wirkung auf die gesamte Proteinstruktur ahneln
(Schulz, G.E. und R. H. Schirmer., Principles of Protein Structure, Springer-Verlag). Beispiele von Aminosau-
regruppen, die auf diese Weise definiert werden umfassen:

(i) eine geladene Gruppe, bestehend aus Glu und Asp, Lys, Arg und His,

(i) eine positiv-geladene Gruppe, bestehend aus Lys, Arg und His,

(iii) eine negativ-geladene Gruppe, bestehend aus Glu und Asp,

(iv) eine aromatische Gruppe, bestehend aus Phe, Tyr und Trp,

(v) eine Stickstoffring-Gruppe, bestehend aus His und Trp,

(vi) eine grofe aliphatische nicht-polare Gruppe, bestehend aus Val, Leu und lle,

(vii) eine leicht polare Gruppe, bestehend aus Met und Cys,

(viii) ein Gruppe mit kleinem Rest, bestehend aus Ser, Thr, Asp, Asn, Gly, Ala, Glu, Gin und Pro,

(ix) eine aliphatische Gruppe, bestehend aus Val, Leu, lle, Met und Cys, und

(x) eine kleine Hydroxylgruppe, bestehend aus Ser und Thr.

[0058] Zusatzlich zu den vorstehend prasentierten Gruppen kann jeder Aminosaurerest seine eigene Gruppe
bilden und auf die Gruppe, die durch eine einzelne Aminosaure gebildet wird, kann einfach durch die ein-
und/oder drei-Buchstaben-Abkilirzung Bezug genommen werden, die im Allgemeinen im Fachgebiet fur diese
Aminosaure verwendet wird.

[0059] Ein ,konservierter Rest" ist eine Aminosaure, die Uber den Bereich von dhnlichen Proteinen relativ in-
variable ist. Oft werden konservierte Reste nur variieren, indem sie durch eine dhnliche Aminosaure ersetzt
werden, wie es vorstehend fiir ,konservative Aminosaure-Substitution" beschrieben wurde.

[0060] Der Begriff ,Doméane", wie er hierin verwendet wird, bezieht sich auf eine Region von einem Protein,
das eine spezielle Struktur umfasst und/oder eine besondere Funktion ausfihrt.

[0061] ,Homologie" oder ,ldentitat" oder ,Ahnlichkeit" bezieht sich auf Sequenzéhnlichkeit zwischen zwei
Peptiden oder zwischen zwei Nucleinsduremolekile. Homologie und Identitéat kdnnen jeweils durch Verglei-
chen einer Position in jeder Sequenz bestimmt werden, die fir Vergleichszwecke abgeglichen werden kann.
Wenn eine aquivalente Position in den verglichenen Sequenzen durch die gleiche Base oder Aminosaure be-
setzt ist, dann sind die Molekule an dieser Position identisch; wenn die aquivalente Stelle durch den gleichen
oder einen ahnlichen Aminosaurerest (z.B. ahnlich in sterischer und/oder elektronischer Natur) besetzt ist,
dann kénnen die Molekile an dieser Position als homolog (ahnlich) bezeichnet werden. Der Ausdruck als Pro-
zentsatz der Homologie/Ahnlichkeit oder Identitat bezieht sich auf eine Funktion der Zahl an identischen oder
ahnlichen Aminosauren an Positionen, die von den verglichenen Sequenzen geteilt werden. Eine Sequenz, die
Lhicht-verwandt" oder ,nicht homolog" ist, teilt weniger als 40% Identitat, obwohl vorzugsweise weniger als 25%
Identitat, mit einer Sequenz der vorliegenden Erfindung. Beim Vergleich von zwei Sequenzen vermindert die
Abwesenheit von Resten (Aminosauren oder Nucleinsduren) oder die Anwesenheit von zusatzlichen Resten
auch die Identitat und Homologie/Ahnlichkeit.

[0062] Der Begriff ,Homologie" beschreibt einen auf Mathematik basierenden Vergleich von Sequenzahnlich-
keiten, der verwendet wird, um die Gene oder Proteine mit 8hnlichen Funktionen oder Motiven zu identifizieren.
Die Nucleinsaure- und Proteinsequenzen der vorliegenden Erfindung kénnen als eine ,Abfrage-Sequenz" ver-
wendet werden, um eine Suche in 6ffentlichen Datenbanken durchzufihren, zum Beispiel um andere Famili-
enmitglieder, verwandte Sequenzen oder Homolge zu identifizieren. Solche Recherchen kénnen unter Ver-
wendung von NBLAST und XBLAST-Programmen (Version 2.0) von Altschul, et al. (1990) J Mol. Biol.
215:403-10 durchgefiihrt werden. BLAST-Nucleiotidrecherchen kdnnen mit dem NBLAST-Programm durch-
gefuhrt werden, Punktezahl = 100, Wortlange = 12, um Nucleotidsequenzen zu erhalten, die homolog zu den
Nucleinsduremolekilen der Erfindung sind. BLAST-Proteinrecherchen kénnen mit dem XBLAST-Programm
durchgefihrt werden, Punktezahl = 50, Wortlange = 3, um Aminosauresequenzen zu erhalten, die homolog zu
den Proteinmolekulen der Erfindung sind. Um fir Vergleichszwecke Abgleichungen mit Leerplatzen zu erhal-
ten, kann, wie beschrieben in Atschul et al., (1997) Nucleic Acids Res. 25(17):3389-3402, genltzt werden.
Wenn BLAST oder Gapped BLAST-Programme verwendet werden, kdnnen die Standard-Parameter der jewei-
ligen Programme (z.B. XBLAST und BLAST) verwendet werden. Siehe http://www.ncbi.nIm.nih.gov.

[0063] Wie hierin verwendet, bedeutet ,Identitat" der Prozentsatz von identischen Nucleotid- oder Aminosau-
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reresten an den entsprechenden Posititonen in zwei oder mehreren Sequenzen, wenn die Sequenzen so ab-
geglichen sind, dass sie die Sequenziibereinstimmung maximieren, d.h. Leerstellen und Insertionen beriick-
sichtigen. Identitat kann leicht durch bekannte Verfahren berechnet werden, einschlieflich, aber nicht be-
schrankt auf jene, die beschrieben sind in (Computational Molecular Biology, Lesk, A. M., Hg. Oxford Univeristy
Press, New York, 1988; Biocomputing: Informatics and Genome Projects, Smith, D. W., Hg., Academic Press,
New York, 1993; Computer Analysis of Sequence Data, Part |, Griffin, A. M., und Griffin, H. G., Hrsg., Humana
Press, New Jersey, 1994; Sequence Analysis in Molecular Biology, von Heinje, G., Academic Press, 1987; und
Sequence Analysis Primer, Gribskov, M. und Devereux, J., Hrsg., M Stockton Press, New York, 1991; und Ca-
rillo, H., und Lipman, D., SIAM J. Applied Math., 48: 1073 (1988). Verfahren zur Bestimmung der Identitat wer-
den dariiber hinaus entworfen, um die langste Ubereinstimmung zwischen den untersuchten Sequenzen zu
ergeben. Daruber hinaus sind Verfahren zur Identitdtsbestimmung in 6ffentlich erhaltlichen Computerprogram-
men kodifiziert. Computerprogramm-Verfahren zur ldentitdtsbestimmung zwischen zwei Sequenzen umfas-
sen, sind aber nicht beschrankt auf das GCG-Programmeinheit (Devereux, J., et al., Nucleic Acids Research
12(1): 387 (1984)), BLASTP, BLASTN, und FASIA (Altschul, S. F. et al., J. Molec. Biol. 215:403-410 (1990) und
Altschul et al., Nuc. Acids Res. 25: 3389-3402 (1997)). Das BLAST X Programm ist 6ffentlich von NCBI und
anderen Quellen erhaltlich (BLAST Handbuch, Altschul, S., et al., NCBI NLM NIH Bethesda, Md. 20894; Alt-
schul, S., et al., J. Mol. Biol. 215: 403-410 (1990). Der gut bekannte Smith Waterman-Algorithmus kann auch
verwendet werden, um die |dentitat zu verwenden.

[0064] Der Begriff ,Intron" bezieht sich auf einen Teil einer Nucleinsaure, der anfanglich in RNA transkribiert
wird, aber spater entfernt wird, sodass er grotenteils nicht in der prozessierten mRNA vertreten ist. Intronent-
fernung findet durch Reaktionen an den 5' und 3'-Enden statt, die tblicherweise als die 5'- bzw. 3'-Spleif3stellen
bezeichnet werden. Abwechselnde Verwendung von unterschiedlichen Spleif3-Stellen resultiert in Spleil3-Vari-
anten. Ein Intron liegt nicht notwendigerweise zwischen zwei ,Exons" oder Teilen, die fur Aminosauren codie-
ren, sondern kann stattdessen zum Beispiel zwischen dem Promoter und dem ersten Exon liegen. Ein Intron
kann selbst-spleilend sein oder kann zellulare Komponenten bendétigen, um aus der mRNA gespleift zu wer-
den. Ein ,heterologes Intron" ist ein Intron, das in eine codierende Sequenz inseriert ist, die nicht naturgeman
mit der Codierungssequenz verbunden ist. AuBerdem kann ein heterologes Intron ein im Allgemeinen natrli-
ches Intron sein, worin ein oder beide Spleiflstellen gedndert worden sind, um eine gewilnschte Qualitat be-
reitzustellen, wie zum Beispiel erhdhte oder verminderte SpleiR-Effizienz. Heterologe Introns werden zum Bei-
spiel oft inseriert, um die Expression eines Gens in einem heterologen Wirt zu verbessern, oder um die Pro-
duktion einer Spleil3-Variante um Vergleich mit einer anderen zu erhéhen. Als ein Beispiel kann das Kaninchen
Beta-Globingen verwendet werden und ist im Handel auf dem pClI-Vektor von Promega Inc. erhaltlich. Andere
beispielhafte Introns werden in Lacy-Hulbert et al. (2001) Gene Ther 8(8):649-53 bereitgestellt.

[0065] Der Begriff ,isoliert", wie er hierin mit Bezug auf die Testproteine und Proteinkomplexe verwendet wird,
bezieht sich auf eine Protein- oder Proteinkomplex-Praparation, die im Wesentlichen frei von kontaminieren-
den Proteinen ist, die normalerweise mit dem Protein oder Proteinkomplex vorhanden sein wurden, z.B. in dem
zellularen Milieu in welchem das Protein oder der Komplex endogen festgestellt wird. Ein isolierter Proteinkom-
plex wird daher aus zellularen Komponenten isoliert, welche die Untersuchung des Komplexes der isoliert wird
normalerweise ,kontaminieren" oder stéren wiirden, zum Beispiel wahrend nach Modulatoren davon gesucht
wird. Es muss einem jedoch klar sein, dass ein solcher ,isolierter" Komplex andere Proteine beinhalten kann,
deren Modulation durch das betreffende Protein oder den Proteinkomplex untersucht wird.

[0066] Der Begriff ,isoliert", wie er hierin mit Bezug auf Nucleinsauren, wie zum Beispiel DNA oder RNA ver-
wendet wird, bezieht sich auf Molekdle in einer Form, die nicht in der Natur vorkommt. Dartiber hinaus soll eine
sisolierte Nucleinsaure" Nucleinsaurefragmente umfassen, die nicht natirlich als Fragmente vorkommen und
nicht in einem Naturzustand gefunden werden wiirden.

[0067] Lentiviren umfassen Primaten-Lentiviren, z.B. menschliche Immundefizienz Virustypen 1 und 2
(HIV-1/HIV-2); Simian Immundefizienzvirus (SIV) aus Schimpansen (SIVcpz), Sooty Mangabey (SiVsmm),
Afrikanische Grune Affen (SIVagm), Syke's Affen (SIVsyk), Mandrill (SIVmnd) und Macacken (SIVmac). Len-
tiviren umfassen auch Katzen-Lentiviren, z.B. Katzen-Immundefizienzvirus (FIV); Rinder-Lentiviren, z.B. Rin-
der-Immundefizienzvirus (BIV); Schaf-Lentiviren, z.B. Maedi/Visna-Virus (MVV) und Ziegen-Arthritis Encepha-
lits-Virus (CAEV); und Pferde-Lentiviren, z.B. infektioses Pferde-Anamievirus (EIAV). Alle Lentiviren exprimie-
ren mindestens zwei zusatzliche regulatorische Proteine (Tat, Rev) zusatzlich zu den Gag, Pol und Env-Prote-
inen. Primaten-Lentiviren produzieren andere zusatzliche Proteine, einschlie3lich Nef, Vpr, Vpu, Vpx und Vif.
Im Allgemeinen sind Lentiviren die ursachlichen Erreger einer Vielfalt von Krankheiten, zusatzlich zur Immun-
defizienz, einschliellich neurologischer Degeneration und Arthritis. Nucleotidsequenzen der verschiedenen
Lentiviren kdnnen in Genbank unter den folgenden Hinterlegungsnummern gefunden werden (aus J. M. Coffin,

9/124



DE 602 20 621 T2 2008.03.06

S. H. Hughes und H. E. Varmus, ,Retroviren". Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1997, S. 804): 1) HIV-1:
K03455, M19921, K02013, M38431, M38429, K02007 und M17449; 2) HIV-2: M30502, J04542, M30895,
J04498, M15390, M31113 und 107625; 3) SIV:M29975, M30931, M58410, M66437, 106042, M33262,
M19499, M32741, M31345 und 103295; 4) FIV: M25381, M36968 und Ul 1820; 5) BIV: M32690; 6) E1AV:
M16575, M87581 und U01866; 6) Visna: M10608, M51543, 106906, M60609 und M60610; 7) CAEV: M33677;
und 8) Schaf-Lentivirus M31646 und M34193. Lentivirus-DNA kann auch von der American Type Culture Col-
lection (ATCC) erhalten werden. Zum Beispiel ist Katzenimmundefizienzvirus unter der ATCC-Hinterlegungs-
nummer VR-2333 und VR-3112 erhaltlich. Infektioses Pferde-Anamievirus A ist unter der ATCC- Hinterle-
gungsnummer VR-778 erhaltlich. Ziegen-Arthritis-Encephalitisvirus ist unter der ATCC- Hinterlegungsnummer
VR-905 erhaltlich. Visna-Virus ist unter der ATCC- Hinterlegungsnummer VR-779 erhaltlich. Wie hierin verwen-
det bezieht sich der Begriff ,Nucleinsaure" auf Polynucleotide wie zum Beispiel Desoxyribonucleinsdure (DNA)
und wo angebracht auf Ribonucleinsdure (RNA). Der Begriff sollte auch so verstanden werden, dass er als
Aquivalente, Analoge von entweder RNA oder DNA umfasst, die aus Nucleotidanalogen gemacht sind, und,
wenn fur die beschriebenen Ausflihrungsform zutreffend, einzelstrangige (wie zum Beispiel Sense oder Anti-
sense) und doppelstrangige Polynucleotide.

[0068] Der Begriff ,Reifung”, wie er hierin verwendet wird, bezieht sich auf die Prozessierung von viralen Pro-
teinen, die zum Abschniren von entstehenden Virionen aus der Zellmembran fihren.

[0069] Ein ,Membran-assoziiertes Protein" soll Proteine umfassen, die integrale Membranproteine sind, so-
wie auch Proteine, die fest mit einer Membran verbunden sind.

[0070] Der Begriff ,p6" oder p6gag" wird hierin verwendet, um auf ein Protein zu verweisen, das eine virale
L-Domane umfasst. Antikorper, die an eine p6-Domane binden, werden als ,anti-p6-Antikorper" bezeichnet. P6
verweist auch auf Proteine, die kiinstlich erzeugte L-Doméanen umfassen, zum Beispiel einschlieBlich L-Doma-
nen umfassend eine Reihe an L-Motiven. Der Begriff ,Gag-Protein" oder ,Gag-Polypeptid" verweist auf ein Po-
lypeptid, das Gag-Aktivitat aufweist und umfasst vorzugsweise eine L (oder spate) Domane. Beispielhafte
Gag-Proteine umfassen ein Motiv wie zum Beispiel PXXP, PPXY, RXXPXXP, RPDPTAP, RPLPVAP, RPEPTAP,
YEDL, PTAPPEY und/oder RPEPTAPPEE. HIV-p24 ist ein beispielhaftes Gag-Polypeptid.

[0071] Eine ,POSH-Nucleinsaure" ist eine Nucleinsdure, umfassend eine Sequenz, wie sie in irgendeiner der
SEQ ID NOs: 1, 3, 4, 6, 8 und 10 sowie in irgendeiner der hierin beschriebenen Varianten dargestellt wird.

[0072] Ein ,POSH-Polypeptid" oder ,POSH-Protein" ist ein Polypeptid, umfassend eine Sequenz, wie sie in
irgendeiner der SEQ ID NOs: 2, 5, 7, 9 und 11 sowie in irgendeiner der hierin beschriebenen Variationen dar-
gestellt wird.

[0073] Ein ,POSH-assoziiertes Protein" oder ,POSH-AP" bezieht sich auf ein Protein, das im Stande ist mit
einem POSH-Polypeptid zu interagieren und/oder daran zu binden. Im Allgemeinen kann das POSH-AP direkt
oder indirekt mit dem POSH-Polypeptid interagieren. Beispielhafte POSH-APs werden Uberall bereitgestellt.

[0074] Ein ,Profil" wird hierin verwendet, um ein Informationsaggregat im Hinblick auf eine Zellpraparation
oder Membran-Oberflachenproteine anzuzeigen. Ein Profil wird zumindest Information bezlglich der Anwe-
senheit oder Abwesenheit solcher Proteine umfassen. Ublichererweise wird ein Profil Information beziiglich
der Anwesenheit oder Abwesenheit einer Vielzahl solcher Proteine umfassen. Aufierdem kann ein Profil an-
dere Information Uber jedes identifizierte Protein enthalten, wie zum Beispiel relative oder absolute Mengen an
vorhandenem Protein, Grad an posttranslationeller Modifikation, Membrantopologie, dreidimensionale Struk-
tur, Isoelektrischer Punkt, Molekulargewicht usw. Ein , Test-Profil" ist ein Profil, das von einer Testperson von
unbekanntem diagnostischem Zustand erhalten wurde. Ein ,Referenz-Profil" ist ein Profil, das von einer Test-
person erhalten wurde, von der feststeht, dass sie infiziert oder nicht infiziert ist.

[0075] Die Begriffe Peptide, Proteine und Polypeptide werden hierin austauschbar verwendet.

[0076] Der Begriff ,gereinigtes Protein" bezieht sich auf eine Praparation eines Proteins oder von Proteinen,
die vorzugsweise isoliert werden aus, oder auf andere Weise im Wesentlichen frei sind von anderen Proteinen,
die normalerweise mit dem (den) Protein(en) in einer Zelle oder einem Zelllysat assoziiert sind. Der Begriff ,im
Wesentlichen frei von anderen zellularen Proteinen" (hierin auch bezeichnet als ,im Wesentlichen frei von an-
deren kontaminierenden Proteinen") wird definiert, dass er einzelne Praparationen von jeder der Komponen-
ten-Proteine einschliefldt, umfassend weniger als 20% (Trockengewicht) kontaminierendes Protein, und vor-
zugsweise weniger als 5% kontaminierendes Protein umfasst. Funktionelle Formen von jedem der Protein-
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komponenten kénnen, wie in den beigefiigten Beispielen beschrieben, als gereinigte Praparationen unter Ver-
wendung eines clonierten Gens erzeugt werden. Mit ,gereinigt" wird gemeint, wenn Bezug auf Komponen-
ten-Proteinpraparationen genommen wird, die verwendet werden, um ein Proteingemisch zu rekonstituieren,
dass das angezeigte Molekul im wesentlichen in Abwesenheit von anderen biologischen Makromolekiilen, wie
zum Beispiel anderen Proteinen (insbesondere anderen Proteinen, welche die Eigenschaften des Komponen-
tenproteins, entweder als gereinigte Praparationen oder in ihrer Funktion in dem rekonstituierten Testgemisch
im Wesentlichen maskieren, vermindern, undeutlich machen oder andern) anwesend ist. Der Begriff ,gerei-
nigt", wie er hierin verwendet wird, bedeutet vorzugsweise mindestens 80% nach dem Trockengewicht, starker
bevorzugt im Bereich von 85 Gewichtsprozent, mehr bevorzugt 95-99 Gewichtsprozent und am meisten be-
vorzugt mindestens 99,8 Gewichtsprozent der biologischen Makromolekiile des gleichen vorhandenen Typs
(aber Wasser, Puffer und andere kleine Molekiile, besonders Molekiile, die ein Molekulargewicht von weniger
als 5000 aufweisen, kdnnen vorhanden sein). Der Begriff ,rein", wie er hierin verwendet wird, hat vorzugsweise
die gleichen numerischen Begrenzungen wie das gleich vorherstehende ,gereinigt".

[0077] Ein ,Rezeptor" oder ,Protein, das Rezeptorfunktion aufweist" ist ein Protein, das mit einem extrazellu-
laren Liganden interagiert oder einem Liganden, der innerhalb der Zelle liegt, aber in einem Raum, der topolo-
gisch aquivalent ist zum extrazelluldren Raum (z.B. innerhalb des Golgi, innerhalb des endoplasmatischen Re-
ticulums, innerhalb der nuklearen Membran, innerhalb eines Lysosoms oder Transportvesikels usw.). Beispiel-
hafte Rezeptoren werden hierin durch Anmerkungen als solche in verschiedenen o&ffentlichen Datenbanken
identifiziert. Rezeptoren weisen oft Membrandoménen auf.

[0078] Eine ,rekombinante Nucleinsaure" ist jede Nucleinsaure, die durch rekombinante DNA-Techniken ne-
ben eine andere Nucleinsaure platziert worden ist. Eine ,rekombinante Nucleinsaure" umfasst auch jede Nuc-
leinsaure, die durch eine genetische Labortechnik, wie zum Beispiel Transformation und Integration, Transpo-
son-Hopping oder virale Insertion, neben eine zweite Nucleinsaure platziert worden ist. Im Allgemeinen liegt
eine rekombinante Nucleinsdure normalerweise nicht neben der zweiten Nucleinsaure.

[0079] Der Begriff ,rekombinantes Protein" bezieht sich auf ein Protein der vorliegenden Erfindung, das durch
rekombinante Techniken erzeugt wurde, wobei im Allgemeinen DNA, die das exprimierte Protein codiert, in ei-
nen geeigneten Expressionsvektor inseriert wird, der dann verwendet wird, um eine Wirtszelle zu transformie-
ren, um das heterologe Protein zu erzeugen. Dariiber hinaus soll die Redewendung ,stammend von", mit Be-
zug auf eine rekombinantes Gen, welches das rekombinante Protein codiert, bedeuten, dass es innerhalb der
Bedeutung eines ,rekombinanten Proteins" jene Proteine enthalt, die eine Aminosauresequenz eines nativen
Proteins aufweisen oder eine Aminosauresequenz, die ahnlich dazu ist, die durch Mutationen, einschlief3lich
Substitutionen und Deletionen von naturlich vorkommenden Protein, erzeugt wird.

[0080] Eine ,RING-Domane" oder ,Ring-Finger" ist eine Zink-bindende Domane, mit einem definierten Oktett
an Cystein und Histidinresten. Bestimmte RING-Domanen umfassen die Konsensussequenzen, wie sie nach-
stehend dargelegt sind (Aminosaure-Nomenklatur wird in Tabelle 1 dargelegt): Cys Xaa Xaa Cys Xaa,,,, Cys
Xaa His Xaa, ; Cys Xaa Xaa Cys Xaa,, s, Cys Xaa Xaa Cys

or Cys Xaa Xaa Cys Xaa,,, Cys Xaa His Xaa, ; His Xaa Xaa Cys Xaa,, ;, Cys Xaa Xaa Cys.

[0081] Bestimmte RING-Domanen werden als Aminosauresequenzen dargestellt, die mindestens 80% iden-
tisch sind zu den Aminosauren 12-52 der SEQ ID NO: 2 wie sie in SEQ ID NO: 26 dargelegt ist. Bevorzugte
RING-Domaéanen sind 85%, 90%, 95%, 98% und am meisten bevorzugt 100% identisch mit der Aminosaurese-
quenz von SEQ ID NO: 26. Bevorzugte RING-Domanen der Erfindung binden an verschiedene Proteinpartner,
um einen Komplex zu bilden, der Ubiquitin-Ligaseaktivitat aufweist. RING-Domanen interagieren vorzugswei-
se mit mindestens einem der folgenden Proteintypen: F-Box-Proteine, E2 Ubiquintin-konjugierende Enzyme
und Culline.

[0082] Der Begriff ,RNA-Interferenz" oder ,RNAI" bezieht sich auf jedes Verfahren, durch welches die Expres-
sion eines Gens oder Genproduktes durch das Einfiihren von einer oder mehrerer doppelstrangiger RNAs, die
homolog mit dem Gen von Interesse sind (insbesondere zu der Messenger RNA des Gens von Interesse), in
eine Zielzelle vermindert wird.

[0083] ,Kleine Molekiile", wie hierin verwendet, soll sich auf eine Zusammensetzung beziehen, die ein Mole-
kulargewicht von weniger als etwa 5 kD aufweist und am starksten bevorzugt weniger als etwa 2,5 kD. Kleine
Molekile kénnen Nucleinsauren, Peptide, Polypeptide, Peptidomimetika, Kohlenhydrate, Lipide oder andere
organische (Kohlenstoff enthaltende) oder anorganische Molekiile sein. Viele Pharmafirmen haben umfassen-
de Banken an chemischen und/oder biologischen Gemischen, umfassend Anordnungen von kleinen Molek-
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len, oft Pilz-, bakterielle, oder Algenextrakte, die mit jedem der Tests der Erfindung durchmustert werden kén-
nen.

[0084] Eine ,SH3"- oder ,Src Homologie 3"-Domane ist eine Proteindomane, von im Allgemeinen etwa 60
Aminosaureresten, die zuerst als eine konservierte Sequenz in dem nicht-katalytischen Teil von verschiedenen
cytoplasmatischen Protein-Tyrosinkinasen (z.B. Src, Abi, Lck) identifiziert wurde. SH3-Domanen vermitteln
den Zusammenbau von spezifischen Proteinkomplexen Uber die Bindung an Prolin-reiche Peptide. Beispiel-
hafte SH3-Domanen werden durch die Aminosauren 137-192, 199-258, 448-505 und 832-888 von SEQ ID
NO: 2 dargestellt und sind in den SEQ ID NOs: 27-30 dargelegt. In bestimmten Ausflihrungsformen interagiert
eine SH3-Domane mit einer Konsensussequenz von RXaaXaaPXaaX6P (wobei X6, wie in der Tabelle nach-
stehend definiert, eine hydrophobe Aminosaure darstellt). In bestimmten Ausflihrungsformen interagiert eine
SH3-Domane mit einer oder mehreren der folgenden Sequenzen: P(T/S)AP, PFRDY, RPEPTAP, RQGPKEP,
RQGPKEPFR, RPEPTAPEE und RPLPVAP. In bevorzugten Ausfiihrungsformen interagiert die 4. SH3-Doma-
ne, wie sie in SEQ ID NO: 30 dargelegt ist, mit einem oder mehreren Gag-Polypeptiden.

[0085] Wie hierin verwendet bezieht sich der Begriff ,hybridisiert spezifisch" auf die Fahigkeit eine Nuclein-
sauresonde/Primer der Erfindung an mindestens 12, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50 oder 100 aufeinander fol-
gende Nucleotide einer POSH-Sequenz zu hybridisieren, oder einer Sequenz, die dazu komplementar ist, oder
naturlich vorkommenden Mutanten davon, sodass sie weniger als 15%, vorzugsweise weniger als 10% und
starker bevorzugt weniger als 5% Hintergrundshybridisierung zu einer anderen zellularen Nucleinsaure als
dem POSH-Gen aufweist (z.B. mMRNA oder genomische DNA). Eine Vielzahl an Hybridisierungsbedingungen
kann verwendet werden, um spezifische Hybridisierung nachzuweisen und die Stringenz wird hauptséachlich
durch den Waschschritt des Hybridisierungstests bestimmt. Im Allgemeinen ergeben hohe Temperaturen und
niedrige Salzkonzentrationen hohe Stringenz, wahrend niedrige Temperaturen und hohe Salzkonzentrationen
niedrige Stringenz ergeben. Hybridisierung mit niedriger Stringenz wird z.B. durch Waschen in etwa 2,0 x SSC
bei 50°C erzielt und hohe Stringenz wird mit etwa 0,2 x SSC bei 50°C erzielt. Weitere Beschreibungen der
Stringenz werden nachstehend bereitgestellt.

[0086] Wenn auf Polypeptide angewandt, bedeutet ,erhebliche Sequenzidentitat", dass zwei Peptidsequen-
zen, wenn sie optimal abgeglichen sind, wie zum Beispiel durch die Programme GAP oder BESTFIT unter Ver-
wendung einer Standard-Leerstelle, mindestens 90% Sequenzidentitat teilen, vorzugsweise mindestens 95%
Sequenzidentitat, starker bevorzugt mindestens 99% Sequenzidentiat und mehr. Vorzugsweise unterscheiden
sich Restpositionen, die nicht identisch sind durch konservative Aminosauresubstitutionen. Zum Beispiel wir-
ken sich die Substitutionen von Aminoséauren, die dhnliche chemische Eigenschaften aufweisen, wie zum Bei-
spiel Ladung oder Polaritat, wahrscheinlich nicht auf die Eigenschaften eines solchen Proteins aus. Beispiele
umfassen Glutamin statt Asparagin oder Glutaminsaure statt Asparaginsaure.

[0087] ,Transkriptionelle regulatorische Sequenz" ist ein generischer Begriff, der in der gesamten Beschrei-
bung verwendet wird, um auf DNA-Sequenzen, wie zum Beispiel Initiationsignale, Enhancer und Promotoren
hinzuweisen, welche die Transkription von Protein-Codierungssequenzen, mit denen sie funktionsfahig ver-
bunden sind, induzieren oder kontrollieren. In bevorzugten Ausfihrungsformen steht die Transkription eines
rekombinanten Proteingens unter der Kontrolle einer Promotorsequenz (oder anderen transkriptionellen regu-
latorischen Sequenz), welche die Expression eines rekombinanten Gens in einem Zelltyp kontrolliert, in wel-
chem die Expression vorgesehen ist. Es wird auch offensichtlich sein, dass das rekombinante Gen unter der
Kontrolle der transkriptionellen regulatorischen Sequenzen stehen kann, die gleich oder unterschiedlich zu je-
nen Sequenzen sind, welche die Transkription der natirlich vorkommenden Proteinform kontrollieren.

[0088] Wie es hierin verwendet wird, ist ein ,transgenes Tier" jedes Tier, vorzugsweise ein nicht-menschlicher
Sauger, Vogel oder ein Amphibie, in welcher ein oder mehrere der Zellen des Tieres heterologe Nucleinsauren
enthalten, die durch menschliche Intervention eingefihrt wurden, wie zum Beispiel durch transgene Techniken,
die im Fachgebiet gut bekannt sind. Die Nucleinsaure wird, direkt oder indirekt durch Einfliihrung in eine Vor-
lauferzelle, mittels Gberlegter genetischer Manipulation, wie zum Beispiel durch Mikroinjektion oder durch In-
fektion mit einem rekombinanten Virus in die Zelle eingeflhrt. Der Begriff genetische Manipulation umfasst kei-
ne klassische Kreuzung oder in vitro Fertilisation, sondern ist eher auf das Einfiihren eines rekombinanten
DNA-Molekdls gerichtet. Dieses Molekil kann innerhalb eines Chromosoms integriert sein, oder es kann ex-
trachromosomal replizierende DNA darstellen. In den typischen hierin beschriebenen transgenen Tieren, ver-
anlasst das Transgen die Zellen ein rekombinantes menschliches POSH-Protein zu exprimieren. Die
Lhicht-menschlichen Tiere" der Erfindung umfassen Wirbeltiere wie zum Beispiel Nager, nicht-menschliche Pri-
maten, Schaf, Hund, Rind, Hiihner, Amphibien, Reptilien usw. Bevorzugte nicht-menschliche Tiere werden aus
der Nagerfamilie ausgewahlt, einschliellich Ratte und Maus, am starksten bevorzugt Maus, obwohl auch
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transgene Amphibien, wie zum Beispiel Mitglieder der Xenopus-Gattung und transgene Hiihner wichtige Werk-
zeuge zum Verstehen und Identifizieren von Mitteln sein kdnnen, die zum Beispiel die Embryogenese und Ge-
webebildung beeinflussen. Der Begriff ,chimares Tier" wird hierin verwendet, um auf Tiere zu verweisen, in wel-
chen das rekombinante Gen festgestellt wird, oder in welchen die Rekombinante in manchen, aber nicht in al-
len Zellen des Tieres exprimiert wird. Der Begriff ,Gewebe-spezifisches chimares Tier" deutet an, dass die re-
kombinanten menschlichen POSH-Gene in manchen Geweben vorhanden sind und/oder exprimiert werden,
aber nicht in anderen.

[0089] Wie er hierin verwendet wird, bedeutet der Begriff ,Transgen" eine Nucleinsduresequenz (die z.B.
menschliche POSH-Polypeptide codiert), die fir das transgene Tier oder die Zelle in die es eingefuhrt wird,
teilweise oder vollig heterolog ist, d. h. fremd ist oder homolog zu einem endogenen Gen des transgenen Tiers
oder der Zelle ist, in die es eingefiihrt wird, die aber entworfen wurde, um so in das tierische Genom inseriert
zu werden, oder so inseriert ist, dass sie das Genom der Zelle andert in welche sie inseriert wird (z.B. wird sie
an einer Stelle inseriert, die sich von der des naturlichen Gens unterscheidet oder ihre Insertion resultiert in
einem Knockout). Ein Transgen kann ein oder mehrere transkriptionelle regulatorische Sequenzen umfassen
und jede andere Nucleinsaure, wie zum Beispiel Introns, die fur die optimale Expression einer ausgewahlten
Nucleinsaure notwendig sein kénnten.

[0090] Wie gut bekannt ist, kdnnen Gene fiur ein bestimmtes Polypeptid in einzelnen oder vielfachen Kopien
innerhalb des Genoms eines Individuums vorliegen. Solche Duplikatgene kénnen identisch sein, oder be-
stimmte Modifikationen aufweisen, einschlieRlich Nucleotidsubstitutionen, Additionen oder Deletionen, die alle
noch fur Polypeptide codieren, die im Wesentlichen die gleiche Aktivitat aufweisen.

[0091] Wie hierin verwendet, bezieht sich der Begriff ,Vektor" auf ein Nucleinsauremolekiil, das im Stande ist
eine andere Nucleinsdure, mit der es verbunden worden ist, zu transportieren. Eine Art von bevorzugtem Vek-
tor ist ein Episom, d.h. eine Nucleinsaure, die zur extra-chromosomalen Replikation im Stande ist. Bevorzugte
Vektoren sind jene, die zur autonomen Replikation und/Expression von Nucleinsduren im Stande sind, mit de-
nen sie verbunden sind. Vektoren, die im Stande sind die Expression von Genen zu lenken, mit denen sie funk-
tionsfahig verbunden sind, werden hierin als ,Expressionsvektoren" bezeichnet. Im Allgemeinen liegen Ex-
pressionsvektoren, die in rekombinanten DNA-Techniken nitzlich sind, oft in der Form von ,Plasmiden" vor,
die sich auf doppelstrangige DNA-Schlaufen beziehen, die in ihrer Vektorform nicht an das Chromosom ge-
bunden sind. In der vorliegenden Beschreibung werden ,Plasmid" und ,Vektor" austauschbar verwendet, da
das Plasmid die am haufigsten verwendete Form von Vektor ist. Die Erfindung soll jedoch solche anderen Ar-
ten von Expressionsvektoren umfassen, die aquivalenten Funktionen dienen und die im Fachgebiet in der Fol-
ge hierzu bekannt werden.

[0092] Ein ,Virion" ist ein vollstandiges virales Partikel; Nucleinsdure und Kapsid (und in manchen Viren eine
flissige Hulle).
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Tabelle 1: Abkiirzungen fiir Aminosaureklassen*

Symbol Kategorie Vertretene Aminosaure

X1 Alkohol Ser, Thr

X2 Aliphatisch lle, Leu, Val

Xaa Irgendeine Ala, Cys, Asp, Glu, Phe, Gly, His,
lle, Lys, Leu, Met, Asn, Pro, GIn,
Arg, Ser, Thr, Val, Trp, Tyr

X4 Aromatisch Phe, His, Trp, Tyr

X5 Geladen Asp, Glu, His, Lys, Arg

X6 Hydrophob Ala, Cys, Phe, Gly, His, lle, Lys,
Leu, Met, Thr, Val, Trp, Tyr

X7 Negativ Asp, Glu

X8 Polar Cys, Asp, Glu, His, Lys, Asn, Gin,
Arg, Ser, Thr

X9 Positiv His, Lys, Arg

X10 Klein Ala, Cys, Asp, Gly, Asn, Pro, Ser,
Thr, Val

X11 Winzig Ala, Gly, Ser

X12 Bogenahnlich Ala, Cys, Asp, Glu, Gly, His, Lys,
Asn, Gin, Arg, Ser, Thr

X13 Asparagin-Aspartat Asn, Asp

*Abkilrzungen, wie Ubernommen von http://smart.embl-heidelberg.de/SMART_DATA/alignments/consen-
sus/grouping.html.

2. Uberblick

[0093] In bestimmten Aspekten betrifft die Erfindung neue menschliche POSH-Nucleinsduren und Proteine
und verwandte Verfahren und Zusammensetzungen. In bestimmten Aspekten betrifft die Erfindung neue Ver-
bindungen zwischen bestimmten Krankheitsstadien und POSH-Nucleinsduren und Proteinen. POSH kreuzt
und reguliert eine grofle Auswahl an zelluldren SchllUsselfunktionen, die durch Beeinflussung der Menge an
und/oder Aktivitat der POSH-Polypeptide manipuliert werden kénnen. In bestimmten Aspekten stellt die vorlie-
gende Erfindung, durch Identifizieren des menschlichen POSH-Gens, Verfahren zur ldentifizierung von Krank-
heiten bereit, die mit Defekten im POSH-Gen in Zusammenhang stehen und Verfahren, zur Verbesserung sol-
cher Erkrankungen. In weiteren Aspekten stellt die Erfindung Nucleinsduremittel bereit (z.B. RNAi-Sonden, An-
tisense), mit Antikbrper in Zusammenhang stehende Mittel, kleine Molekile und andere Mittel, welche die
POSH-Funktion beeinflussen. Andere Aspekte und Ausfuhrungsformen werden hierin beschrieben.

[0094] In bestimmten Aspekten betrifft die Erfindung die Entdeckung, dass bestimmte POSH-Polypeptide als
E3-Enzyme im Ubiquitinierungssystem wirken. Demgemaf kann die Hinunterregulation oder Hinaufregulation
von POSH-Ubiquitinligaseaktivitat verwendet werden, um biologische Prozesse zu manipulieren, die durch
Protein-Ubiquitinierung beeinflusst werden. Hinunterregulation oder Hinaufregulation kann bei jedem Schritt
der POSH-Bildung und Regulation erzielt werden, einschliel3lich transkriptioneller, translationeller oder
post-translationeller Regulation. Zum Beispiel kbnnen POSH-Transkriptmengen durch RNAi vermindert wer-
den, die auf eine POSH-Gensequenz abzielt. Als ein anderes Beispiel kann POSH-Ubiquitin-Ligaseaktivitat
durch Inkontaktbringen von POSH mit einem Antikérper gehemmt werden, der an die POSH-RING-Doméane
bindet und damit interferiert oder eine Domane von POSH, welche die Interaktion mit einem Zielprotein (einem
Protein, das mindestens teilweise aufgrund von POSH-AKktivitat ubiquitiniert wird) vermittelt. Als ein anderes
Beispiel kann POSH-Aktivitat erhdht werden, indem die POSH-Expression erhéht wird oder ein aktiver Teil da-
von. Eine Ubiquitinligase, wie zum Beispiel POSH, kann an biologischen Prozessen teilnehmen, einschliellich
zum Beispiel an einem oder mehreren verschiedenen Stadien des viralen Lebenszyklus, wie zum Beispiel Vi-
ruseintritt in eine Zelle, Produktion von viralen Proteinen, Zusammenbau von viralen Proteinen und Freiset-
zung von viralen Partikeln aus der Zelle. POSH kann an Erkrankungen teilhaben, die durch die Akkumulierung
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von ubiquitinierten Proteinen gekennzeichnet ist, wie zum Beispiel Demenzen (z.B. Alzheimer und Pick's), Ein-
schlusskorper Myositis und Myopathien, Polyglucosankérper-Myopathie und bestimmte Formen von amyotro-
pher lateraler Sklerose. POSH kann an Krankheiten teilhaben, die durch ibermafige oder unpassende Ubiqu-
itinierung und/oder Proteinabbau gekennzeichnet sind. AuRerdem kann POSH an onkologischen Prozessen
teilhaben, wie zum Beispiel dem Versagen der Zellteilungs-Kontrollsysteme, dem Versagen der regulatori-
schen Systeme von Zelltod und dem Versagen Uberaktiver Oncogene herunterzuregulieren, wie zum Beispiel
hyperaktiven Membran-gebundenen Wachstumsfaktorrezeptoren. Indem bestimmte POSH-Polypeptide als
Ubiquitinligasen identifiziert wurden, erlauben Aspekte der vorliegenden Erfindung einem Fachmann Krankhei-
ten zu identifizieren, die mit einer gednderten POSH-Ubiquitin-Ligaseaktivitat in Zusammenhang stehen.

[0095] In bestimmten Aspekten betrifft die Erfindung die Entdeckung, dass bestimmte POSH-Polypeptide an
der viralen Reifung, einschliellich der Produktion, Prozessierung nach der Translation, Zusammenbau
und/oder Freisetzung von Proteinen in einem Viruspartikel beteiligt sind. Demgeman kdnnen virale Infektionen
durch Hemmung einer Aktivitat verbessert werden (z.B. Ubiquitin-Ligaseaktivitat oder Zielprotein-Interaktion)
von POSH und in bevorzugten Ausfiihrungsformen ist das Virus ein Virus, das ein Gag-Protein verwendet, wie
zum Beispiel HIV, SIV, Ebola oder funktionelle Homologe, wie zum Beispiel VP40 fiir Ebola. Weitere Virusarten
werden nachstehend genauer beschrieben. In einer Ausfiihrungsform bindet eine SH3-Domane von POSH an
eine virale Gag-Sequenz, die durch eine Konsensussequenz P(T/S)AP, RXXP(T/S)AP oder PXXDY dargestellt
wird, wie zum Beispiel die PTAP oder PFRDY-Sequenzen von HIV-Gag (positioniert zum Beispiel bei 455-458
bzw. 292-296). In bestimmten Fallen ist eine Abnahme einer POSH-Funktion fir Zellen tédlich, die mit einem
Virus infiziert sind, welches POSH bei der Freisetzung der viralen Partikel verwendet. Wahrend man nicht an
einen Mechanismus gebunden sein méchte, scheint der Verlust der POSH-Funktion in solchen Zellen, durch
eine Uberakkumulation von viralen Partikeln oder Teilen davon in einer Zelle, zu Zelltod fiihren. In bestimmten
Ausfuhrungsformen kann die Hemmung einer POSH-Aktivitat z.B. durch siRNA-Knockdown verwendet wer-
den, um infizierte Zellen zu zerstdren, sogar Zellen, die fast kein latentes Virus aufweisen, da solche Zellen
durch die mégliche Uberakkumulierung von viralen Partikeln oder Teilen davon sterben werden.

[0096] In bestimmten Aspekten betrifft die Erfindung die Entdeckung, dass hPOSH mit Rac, einer kleinen GT-
Pase, interagiert. Rho, Rac und Cdc42 wirken gemeinsam, um die Organisation des Aktin-Cytoskellets und
den JNK MAP-Kinaseweg zu regulieren. Ectopische Expression von Maus-POSH (,mPOSH") aktiviert den
JNK-Weg und verursacht nukleare Lokalisierung von NF-kB. Uberexpression von mPOSH in Fibroblasten sti-
muliert die Apoptose. (Tapon et al. (1998) EMBO J. 17:1395-404). In Drosophila kann POSH mit der Signali-
bertragung einer anderen GTPase, Ras, interagieren oder sie auf andere Weise beeinflussen. (Schnorr et al.
(2001) Genetics 159:609-22). Der JNK-Signalweg und NF-kB reguliert eine Vielzahl an Schlisselgenen, die
zum Beispiel an Immunantworten, Entziindung, Zellproliferation und Apoptose beteiligt sind. Zum Beispiel re-
guliert NF-kB die Produktion von Interleukin 1, Interleukin 8, Tumornekrosefaktor und vielen Zell-Adhasions-
molekilen. NF-kB hat sowohl pro-apoptotische als auch anti-apoptotische Rollen in der Zelle (z.B. im FAS-in-
duzierten Zelltod bzw. TNF-alpha-Signalweg). NF-kB wird negativ reguliert, teilweise durch die Inhibitorprotei-
ne IkBa und IkBB (gemeinsam bezeichnet als ,IkB"). Phosphorylierung von IkB erlaubt die Aktivierung und nu-
kleare Lokalisierung von NF-kB. Phosphorylierung von IkB I8st seinen Abbau durch das Ubiquitinsystem aus.
In noch einer weiteren Ausfuhrungsform stimuliert ein POSH-Polypeptid demgemal den JNK-Signalweg. In
einer zusatzlichen Ausfuhrungsform férdert ein POSH-Polypeptid die nukleare Lokalisierung von NF-kB. In
weiteren Ausfuhrungsformen kann die Manipulation von POSH-Mengen und/oder Aktivitaten verwendet wer-
den, um Apoptose zu regulieren. Durch Hinaufregulation von POSH kann Apoptose in bestimmten Zellen sti-
muliert werden und das wird im Allgemeinen in Zustdnden wiinschenswert sein, die durch tibermaRige Zellpro-
liferation gekennzeichnet sind (z.B. in bestimmten Krebsarten). Durch Hinunterregulieren von POSH kann die
Apoptose in bestimmten Zellen vermindert werden und das wird im Allgemeinen in Zustanden wiinschenswert
sein, die durch UbermaRigen Zelltod gekennzeichnet sind, wie zum Beispiel Myokardinfarkt, Schlaganfall, de-
generative Erkrankungen von Muskeln und Nerven und zur Organbewahrung vor der Transplantation. In einer
weiteren Ausfuhrungsform verbindet sich ein POSH-Polypeptid mit einem vesikularen Trafficking-Komplex, wie
zum Beispiel einem Clathrin- oder Coatomer-enthaltenden Komplex und insbesondere einem Trafficking-Kom-
plex, der im Nucleus und/oder Golgi-Apparat lokalisiert ist.

3. Beispielhafte Nucleinsduren und Expressionsvektoren
[0097] In bestimmten Aspekten stellt die Erfindung Nucleinsauren bereit, die POSH-Polypeptide codieren,
SEQ ID NO: 2. Nucleinsauren der Erfindung sind menschliche POSH-Sequenzen, SEQ ID NO: 1 oder SEQ ID
NO: 3.

[0098] Ein Fachmann wird leicht verstehen, dass geeignete Stringenzbedingungen, die DNA-Hybridisierung
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fordern, variiert werden kénnen. Zum Beispiel kdnnte man die Hybridisierung bei 6,0 x Natriumchlorid/Natri-
umcitrat (SSC) bei etwa 45°C durchfiuihren, gefolgt von einer Waschung mit 2,0 x SSC bei 50°C. Die Salzkon-
zentrationen im Waschschritt kénnen zum Beispiel aus einer niedrigen Stringenz von etwa 2.0 x SSC bei 50°C
bis zu einer hohen Stringenz von etwa 0,2 x SSC bei 50°C ausgewahlt werden. Aulerdem kann die Tempera-
tur im Waschschritt von niedrigen Bedingungen mit niedriger Stringenz bei Raumtemperatur, etwa 22°C, zu
Bedingungen mit hoher Stringenz, bei etwa 65°C, erhéht werden. Sowohl Temperatur als auch Salz kann va-
riiert werden, oder Temperatur- oder Salzkonzentrationen kdnnen konstant gehalten werden, wahrend die an-
dere Variable verandert wird. In einer Ausfihrungsform stellt die Erfindung Nucleinsauren bereit, die unter Be-
dingungen von niedriger Stringenz von 6 x SSC bei Raumtemperatur hybridisieren, gefolgt von einer Wa-
schung bei 2 x SSC bei Raumtemperatur.

[0099] Eine POSH-Nucleinsaure der Erfindung wird in einer Zelle einen teilweisen oder vollstandigen Verlust
des POSH-Funktionsphanotyps genetisch komplementieren. Zum Beispiel kann eine POSH-Nucleinsaure der
Erfindung in einer Zelle exprimiert werden, in der endogenes POSH durch RNAI reduziert worden ist und die
eingefiihrte POSH-Nucleinsdure wird einen Phanotyp lindern, der von RNAI resultiert. Ein beispielhafter
POSH-Funktionsverlust-Phanotyp ist eine Abnahme in Virus-ahnlicher Partikelproduktion in einer Zelle, die mit
einem viralen Vektor transfiziert wurde, wahlweise ein HIV-Vektor. In bestimmten Ausfihrungsformen induziert
eine POSH-Nucleinsaure, wenn sie mit einer effektiven Menge in einer Zelle exprimiert wird, Apoptose.

[0100] Ein anderer Aspekt der Erfindung betrifft POSH-Nucleinsauren, die als Antisense, RNAi oder Ribozy-
me verwendet werden. Wie hierin verwendet, bezieht sich Nucleinsauretherapie auf die Verabreichung oder in
situ Erzeugung einer Nucleinsaure oder eines Derivates davon, welches unter zelluldren Bedingungen spezi-
fisch mit der zellularen mRNA und/oder genomischen DNA hybridisiert (z.B. bindet), die eines der betreffenden
POSH-Polypeptide codiert, damit die Produktion von diesem Protein, z.B. durch Hemmung der Transkription
und/oder Translation, gehemmt wird. Die Bindung kann durch herkémmliche Basenpaar-Komplementaritat
oder zum Beispiel im Fall der Bindung an DNA-Duplexe, Uber spezifische Interaktionen in der grof3en Rille
(,major groove") der Doppelhelix stattfinden.

[0101] Ein Nucleinsdure-Therapiekonstrukt der vorliegenden Erfindung kann zum Beispiel als ein Expressi-
onsplasmid verabreicht werden, das wenn es in der Zelle transkribiert wird RNA produziert, die mindestens zu
einem eindeutigen Teil der zellularen mMRNA komplementar ist, die ein POSH-Polypeptid codiert. Alternativ ist
das Konstrukt ein Oligonucleotid, das ex vivo erzeugt wird und welches, wenn es in eine Zeile eingeflihrt wird,
Hemmung der Expression durch Hybridisieren mit der mRNA und/oder den genomischen Sequenzen verur-
sacht, die ein POSH-Polypeptid codieren. Solche Oligonucleotidsonden sind wahlweise modifizierte Oligonu-
cleotide, die resistent gegen endogene Nucleasen sind, z.B. Exonucleasen und/oder Endonucleasen und da-
her in vivo stabil sind. Beispielhafte Nucleinsduremolekiile zur Verwendung als Antisense-Oligonucleotide sind
Phosphoramidat, Phosphothioat und Methylphosphonat-Analoge von DNA (siehe auch U.S. Patente
5.176.996; 5.264.564; und 5.256.775). Aullerdem sind allgemeine Ansatze zur Konstruktion von Oligomeren,
die in der Nucleinsauretherapie nitzlich sind, zum Beispiel von van der Krol et al., (1988) Biotechniques
6:958-976 und Stein et al., (1988) Cancer Res 48:2659-2668 zusammengefasst worden.

[0102] Demgemal sind die modifizierten Oligomere der Erfindung in der Therapeutik, Diagnostik und in For-
schungszusammenhangen nutzlich. In therapeutischen Anwendungen werden die Oligomere in einer fir die
Nucleinsauretherapie im Allgemeinen angebrachten Weise geniitzt.

[0103] Zusatzlich zur Verwendung in der Therapie, kénnen die Oligomere der Erfindung als diagnostische Re-
agenzien genutzt werden, um die Anwesenheit oder Abwesenheit der POSH DNA- oder RNA-Sequenzen
nachzuweisen, an welche sie spezifisch binden, so wie fir die Bestimmung der Expressionsmengen eines
Gens der Erfindung oder zur Bestimmung, ob ein Gen der Erfindung eine genetische Lasion enthalt.

[0104] In einem anderen Aspekt der Erfindung wird die betreffende Nucleinsaure in einem Expressionsvektor
bereitgestellt, der eine Sequenz umfasst, bestehend aus SEQ ID NO: 1 oder SEQ ID NO: 3 und funktionsfahig
mit mindestens einer regulatorischen Sequenz verbunden ist. Regulatorische Sequenzen sind im Fachgebiet
anerkannt und werden fiir die direkte Expression des POSH-Polypeptids ausgewahit. Demgemal umfasst der
Begriff regulatorische Sequenz Promotoren, Enhancer und andere Expressions-Kontrollelemente. Beispielhaf-
te regulatorische Sequenzen werden in Goeddel beschrieben; Gene Expression Technology: Methods in En-
zymology, Academic Press, San Diego, CA (1990). Zum Beispiel kann jede einer groRen Vielzahl an Expres-
sions-Kontrollsequenzen, welche die Expression von einer DNA-Sequenz kontrollieren, wenn sie funktionsfa-
hig damit verbunden ist, in diesen Vektoren verwendet werden, um DNA-Sequenzen zu exprimieren, die ein
POSH-Polypeptid codieren. Solche nutzliche Expressions-Kontrollsequenzen umfassen zum Beispiel die fru-

16/124



DE 602 20 621 T2 2008.03.06

hen und spaten Promotoren von SV40, tet-Promotor, Adenovirus oder Cytomegalievirus-Immediate-Early-Pro-
motor, das lac-System, das trp-System, das TAC- oder TRC-System, T7-Promotor, dessen Expression durch
T7-RNA-Polymerase gesteuert wird, die Haupt-Operator- und Promotorregionen des Lambda-Phagen, die
Kontrollregionen fir das fd-Hullenprotein, den Promotor fiir die 3-Phosphoglycerat-Kinase oder andere glyco-
lytische Enzyme, die Promotoren der sauren Phosphatase, z.B. Pho5, die Promotoren des a-Paarungsfaktors
von Hefe, den Polyhedron-Promotor des Baculovirussystems und andere Sequenzen, von denen bekannt ist,
dass sie die Expression von Genen von prokaryontischen und eukaryontischen Zellen oder ihrer Viren kontrol-
lieren, und verschiedene Kombinationen davon. Es sollte klar sein, dass der Entwurf des Expressionsvektors
von solchen Faktoren wie der Wahl der zu transformierenden Wirtszelle abhangen kann und/oder der Art des
Proteins, von dem erwiinscht ist, dass es exprimiert wird. Dariber hinaus sollten die Kopienzahl des Vektors,
die Fahigkeit diese Kopienzahl zu kontrollieren und die Expression von irgend einem anderen Protein, das
durch den Vektor codiert wird, wie zum Beispiel antibiotische Marker, auch in Erwagung gezogen werden.

[0105] Wie offensichtlich sein wird, kann das betreffende Genkonstrukt verwendet werden, um Expression
der betreffenden POSH-Polypeptide in Zellen zu verursachen, die in Kultur vermehrt werden, z.B. um Proteine
oder Polypeptide zu erzeugen, einschliel3lich Fusionsproteine oder Polypeptide fir Reinigung.

[0106] Diese Erfindung betrifft auch eine Wirtszelle, die mit einem rekombinanten Gen transfiziert ist, ein-
schliel3lich einer Sequenz, bestehend aus SEQ ID NO: 1 oder SEQ ID NO: 3. Die Wirtszelle kann jede proka-
ryontische oder eukaryontische Zelle darstellen. Zum Beispiel kann ein Polypeptid der vorliegenden Erfindung
in bakteriellen Zellen, wie zum Beispiel E. coli, Insektenzellen (z.B. unter Verwendung eines Baculovirus-Ex-
pressionssystems), Hefe oder Saugerzellen exprimiert werden. Andere geeignete Wirtszellen sind Fachleuten
bekannt.

[0107] Demgemal betrifft die vorliegende Erfindung ferner Herstellungsverfahren der betreffenden
POSH-Polypeptide. Zum Beispiel kann eine Wirtzelle, die mit einem Expressionsvektor der Erfindung transfi-
ziert ist, unter geeigneten Bedingungen geziichtet werden, um zu ermdglichen, dass die Expression des Poly-
peptids stattfindet. Das Polypeptid kann sezerniert und aus einem Zellgemisch und Medium isoliert werden,
welches das Polypeptid enthalt. Alternativ kann das Polypeptid im Cytoplasma zuriickbehalten werden und die
Zellen geerntet, lysiert und das Protein isoliert werden. Eine Zellkultur umfasst Wirtszellen, Medien und andere
Nebenprodukte. Geeignete Medien fir die Zellkultur sind im Fachgebiet gut bekannt. Das Polypeptid kann aus
dem Zellkulturmedium, Wirtszellen oder beidem unter Verwendung von Techniken isoliert werden, die im Fach-
gebiet fir die Reinigung von Proteinen bekannt sind, einschliel3lich lonenaustausch-Chromatographie, Gelfil-
trations-Chromatographie, Ultrafiltration, Elektrophorese und Immunaffinitédts-Reinigung mit Antikérpern, die
fur besondere Epitope des Polypeptids spezifisch sind. In einer bevorzugten Ausflihrungsform ist das
POSH-Polypeptid ein Fusionsprotein, das eine Doméane enthalt, die seine Reinigung erleichtert, wie zum Bei-
spiel ein POSH-GST-Fusionsprotein, POSH-Intein-Fusionsprotein, POSH-Zellulose-Bindungsdomanen-Fusi-
onsprotein, POSH-Polyhistidin-Fusionsprotein usw.

[0108] Eine Nucleotidsequenz, die ein POSH-Polypeptid codiert, kann verwendet werden, um eine rekombi-
nante Form des Proteins Uber mikrobielle oder eukaryontische zelluldre Prozesse zu erzeugen. Ligieren der
Polynucleotidsequenz in ein Genkonstrukt, wie zum Beispiel einen Expressionsvektor und Transformieren
oder Transfizieren in Wirte, entweder eukaryontische (Hefe, Vogel, Insekt oder Sauger) oder prokaryontische
(bakterielle) Zellen, sind Standard-Verfahren.

[0109] Eine rekombinante POSH-Nucleinsaure kann durch Ligieren des klonierten Gens oder einem Teil da-
von in einem Vektor erzeugt werden, der fir die Expression in entweder prokaryontischen Zellen, oder euka-
ryontischen Zellen oder beidem geeignet ist. Expressionsvehikel zur Produktion von einem rekombinanten
POSH-Polypeptid umfassen Plasmide und andere Vektoren. Zum Beispiel umfassen geeignete Vektoren fir
die Expression eines POSH-Polypeptids Plasmide der Arten: von pBR322 abgeleitete Plasmide, von pEMBL
abgeleitete Plasmide, von pEX abgeleitete Plasmide, von pBTac abgeleitete Plasmide und von pUC abgelei-
tete Plasmide fiir die Expression in prokaryontischen Zellen, wie zum Beispiel E. coli.

[0110] Es gibt etliche Vektoren fiir die Expression von rekombinanten Proteinen in Hefe. Zum Beispiel sind
YEP24, YIP5, YEP51, YEP52, pYES2, und YRP17 Clonierungs- und Expressionsvehikel, die fiir das Einflihren
von genetischen Konstrukten in S. cerevisiae nitzlich sind (siehe zum Beispiel Broach et al., (1983) in Expe-
rimental Manipulation of Gene Expression, Hg. M. Inouye Academic Press, S. 83). Diese Vektoren kénnen in
E. coli aufgrund der Anwesenheit des pBR322 Ori und in S. cerevisiae aufgrund der Replikationsdeterminante
des Hefe 2-Mikron-Plasmid replizieren. Zusatzlich kbnnen Arzneistoff-Restistenzmarker wie zum Beispiel Ami-
picillin verwendet werden.
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[0111] Die bevorzugten Sauger-Expressionsvektoren enthalten sowohl prokaryontische Sequenzen, um die
Fortpflanzung des Vektors in Bakterien zu erleichtern, als auch eine oder mehrere eukaryontische Transkripti-
onseinheiten, die in eukaryontischen Zellen exprimiert werden. Die pcDNAl/amp, pcDNAIl/neo, pRc/CMV,
pSV2gpt, pSV2neo, pSV2-dhfr, pTk2, pRSVneo, pMSG, pSVT7, pko-neo und von pHyg abgeleitete Vektoren
sind Beispiele fur Sdugerexpressionsvektoren zur Transfektion in eukaryontischen Zellen. Manche dieser Vek-
toren werden mit Sequenzen aus bakteriellen Plasmiden modifiziert, wie zum Beispiel pBR322, um die Repli-
kation und die Selektion der Arzneimittelresistenz sowohl in prokaryontischen als auch in eukaryontischen Zel-
len zu erleichtern. Alternative Derivate von Viren, wie zum Beispiel das Rinder-Papillomavirus (BPV-1), oder
Epstein-Barr-Virus (pHEBo, pREP-abstammend und p205) kann fir die transiente Expression von Proteinen
in eukaryontischen Zellen verwendet werden. Beispiele von anderen viralen (einschlieRlich retroviralen) Ex-
pressionssystemen kénnen nachstehend in der Beschreibung von Gentherapie-Verabreichungssystemen ge-
funden werden. Die verschiedenen Verfahren, die bei der Herstellung von Plasmiden und der Transformation
von Wirtsorganismen eingesetzt werden, sind im Fachgebiet gut bekannt. Fir andere geeignete Expressions-
systeme flr sowohl prokaryontische als auch eukaryontische Zellen, sowie fiir allgemeine rekombinante Ver-
fahren, siehe Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 2. Auflage, herausgegeben von Sambrook, Fritsch und
Maniatis (Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989) Kapitel 16 und 17. In manchen Fallen kann es win-
schenswert sein das rekombinante POSH-Polypeptid durch die Verwendung eines Baculovirus-Expressions-
systems zu exprimieren. Beispiele solcher Baculovirus-Expressionssysteme umfassen von pVL abstammende
Vektoren (wie zum Beispiel pVL1392, pVL1393 und pVL941), von pAcUW abstammende Vektoren (wie zum
Beispiel pAcUW1) und von pBlueBac abstammende Vektoren (wie zum Beispiel den B-Gal-enthaltenden pBlu-
eBaclll).

[0112] Es istim Fachgebiet gut bekannt, dass ein Methionin an der N-terminalen Position durch die Verwen-
dung des Enzyms Methionin-Aminopeptidase (MAP) enzymatisch gespalten werden kann. MAP ist aus E. coli
(Ben-Bassat et al., (1987) J. Bacteriol. 169:751-757) und Salmonella typhimurium cloniert worden und seine
in vitro Aktivitat ist an rekombinanten Proteinen gezeigt worden (Miller et al.,, (1987), PNAS USA
84:2718-1722). Das Entfernen eines N-terminalen Methionins kann daher, falls erwlinscht, entweder in vivo
durch die Expression solcher rekombinanter Polypeptide in einem Wirt erzielt werden, der MAP produziert (z.B.
E. coli oder CM89 oder S. cerevisiae) oder in vitro durch die Verwendung von gereinigter MAP (z.B. Verfahren
von Miller et al.).

[0113] Alternativ kdnnen die Codierungssequenzen fur das Polypeptid als ein Teil eines Fusionsgens, ein-
schlielich einer Nucleotidsequenz, die ein unterschiedliches Polypeptid codiert, eingebaut werden. Diese Art
von Expressionssystem kann unter Bedingungen niitzlich sein, worin es wiinschenswert ist, z.B. eine immu-
nogenes Fragment eines POSH-Polypeptids herzustellen. Zum Beispiel kann das VP6-Capsidprotein eines
Rotavirus als ein immunogenes Tragerprotein fur Teile des Polypeptids verwendet werden, entweder in der
monomeren Form, oder in der Form eines viralen Partikels. Die Nucleinsduresequenzen, die dem Teil des
POSH-Polypeptids entsprechen, gegen den Antikdrper erzeugt werden, kénnen in ein Fusionsgenkonstrukt
eingebaut werden, welche die Codierungssequenzen fir ein spates strukturelles Vaccinia-Virusprotein codie-
ren, um eine Gruppe an rekombinanten Viren zu produzieren, die Fusionsproteine exprimieren, umfassend ei-
nen Teil des Proteins als Teil des Virions. Das Hepatitis B Oberflachenantigen kann in dieser Rolle auch benuitzt
werden. Auf dhnliche Weise kénnen chimare Konstrukte, die fiir Fusionsproteine codieren, die einen Teil eines
POSH-Polypeptids und das Poliovirus-Capsidprotein enthalten, erzeugt werden, um die Immunogenitat zu er-
héhen (siehe zum Beispiel EP Verdffentlichungsnummer: 0259149; und Evans et al., (1989) Nature 339:385;
Huang et al., (1988) J. Virol. 62:3855; und Schlienger et al., (1992) J. Virol. 66:2).

[0114] Das vielfache System der Antigen-Peptide (MAP) fir auf Peptid-basierende Immunisierung kann ver-
wendet werden, wobei ein gewlinschter Teil eines POSH-Polypeptids direkt aus Organo-chemischer Synthese
des Peptids auf einen oligomeren, verzweigenden Lysinkern erhalten wird (sieche zum Beispiel Posnett et al.,
(1988) JBC 263:1719 und Nardelli et al., (1992) J. Immunol. 148:914). Antigen-Determinanten eines
POSH-Polypeptids kdnnen auch exprimiert und durch bakterielle Zellen prasentiert werden.

[0115] In einer anderen Ausfihrungsform kann ein Fusionsgen, das firr eine Reinigungs-Leadersequenz co-
diert, wie zum Beispiel eine Poly-(His)/Enterokinase-Spaltungstellensequenz am N-Terminus des gewilinsch-
ten Teils des rekombinanten Proteins, die Reinigung des exprimierten Fusionsproteins durch Affinitdtschroma-
tographie unter Verwendung von Ni?* Metallharz ermdglichen. Die Reinigungs-Leadersequenz kann anschlie-
Rend durch Behandlung mit Enterokinase entfernt werden, um das gereinigte POSH-Polypeptid bereitzustellen
(z.B. siehe Hochuli et al., (1987) J. Chromatography 411:177; und Janknecht et al., PNAS USA 88:8972).

[0116] Techniken zur Erzeugung von Fusionsgenen sind gut bekannt. Das Verbinden von verschiedenen
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DNA-Fragmenten, die fir unterschiedliche Polypeptidsequenzen codieren, wird im Wesentlichen in Uberein-
stimmung mit herkémmlichen Techniken durchgeflhrt, welche die Termini mit glatten Enden oder Gberhangen-
den Enden fir die Ligation einsetzen, wobei Restriktionsenzymspaltung geeignete Termini bereitstellt, Auffil-
len von kohasiven Enden wo passend, Behandlung mit alkalischer Phosphatase, um unerwiinschte Verbin-
dung zu vermeiden und enzymatische Ligation. In einer anderen Ausfihrungsform kann das Fusionsgen durch
herkdmmliche Techniken, einschlieRlich automatisierten DNA-Synthesegeraten, synthetisiert werden. Alterna-
tiv kann PCR-Amplifikation von Genfragmenten unter Verwendung von Verankerungsprimern durchgefihrt
werden, die komplementare Uberhange zwischen zwei konsekutiven Genfragmenten erzeugen, die anschlie-
Rend angelagert werden, um eine chimare Gensequenz zu erzeugen (siehe zum Beispiel Current Protocols in
Molecular Biology, Hrsg. Ausubel et al., John Wiley & Sons: 1992).

Tabelle 2. Beispielhafte POSH-Nucleinsauren

Sequenzname Organismus Hinterlegungsnummer
cDNA FLJ 11367 fis, Clon Homo sapiens AK021429
HEMBA1000303

Reichlich SH3-Doméanen (POSH) | Mus musculus NM_021506

mRNA

Reichlich SH3s POSH mRNA Mus musculus AF030131

Reichlich SH3s POSH mRNA Drosophila melanogaster NM_079052

Reichlich SH3s POSH mRNA Drosophila melanogaster AF220364

Tabelle 3: Beispielhafte POSH-Polypeptide

Sequenzname Organismus Hinterlegungsnummer
SH3-Domanen-enthaltendes Po- Mus musculus T09071

tein POSH

Reichlich SH3-Domanen Mus musculus NP_067481

Reichlich SH3s: POSH Mus musculus AAC40070

Reichlich SH3s Drosophila melanogaster AAF37265

LD45365p Drosophila melanogaster AAK93408

POSH Genprodukt Drosophila melanogaster AAF57833

Reichlich SH3s Drosophila melanogaster NP_523776

[0117] AufRerdem stellen die folgenden Tabellen die Nucleinsauresequenz und dazugehérige SEQ ID NOs fiir
Domanen von menschlichem POSH-Protein bereit und eine Zusammenfassung der Sequenzidentifikations-
nummern, die in dieser Anmeldung verwendet wurden.
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Tabelle 4. Nucleinsauresequenzen und dazugehdrige SEQ ID NOs fiir Doméanen in menschlichem POSH

Name der Se- Sequenz SEQ ID NO.

quenz

RING-Domane TGTCCGGTGTGTCTAGAGCGCCTTGATGCTTCTGCG- 31
AAGGTCTTGCCTTGCCAGCA

TACGTTTTGCAAGCGATGTTTGCTGGGGATCG-
TAGGTTCTCGAAATGAACTCAGAT GTCCCGAGT

1. SH3-Domaéne CCATGTGCCAAAGCGTTATACAACTATGAAGGAAAAGAG- 32
CCTGGAGACCTTAAATT
CAGCAAAGGCGACATCATCATTTTGCGAAGACAAGTG-
GATGAAAATTGGTACCATG
GGGAAGTCAATGGAATCCATGGCTTTTTCCCCAC-
CAACTTTGTGCAGATTATT

2. SH3-Doméane CCTCAGTGCAAAGCACTTTATGACTTTGAAGTGAAA- 33
GACAAGGAAGCAGACAAAGA
TTGCCTTCCATTTGCAAAGGATGATGTTCTGACTGTGATC-
CGAAGAGTGGATGAAA
ACTGGGCTGAAGGAATGCTGGCAGACAAAATAGGAATATT-
TCCAATTTCATATGTT GAGTTTAAC

3. SH3-Domane AGTGTGTATGTTGCTATATATCCATACACTCCTCGGAAA- 34
GAGGATGAACTAGAGCT
GAGAAAAGGGGAGATGTTTTTAGTGTTTGAGCGCTGC-
CAGGATGGCTGGTTCAAAG
GGACATCCATGCATACCAGCAAGATAGGGGTTTTC-
CCTGGCAATTATGTGGCACCA GTC

4. SH3-Doméne GAAAGGCACAGGGTGGTGGTTTCCTATCCTCCTCAGAGT- | 35
GAGGCAGAACTTGAACT
TAAAGAAGGAGATATTGTGTTTGTTCATAAAAAACGAGAG-
GATGGCTGGTTCAAAG
GCACATTACAACGTAATGGGAAAACTGGCCTTTTC-
CCAGGAAGCTTTGTGGAAAAC A
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Tabelle 5. Zusammenfassung der Sequenzidentifikationsnummern

Sequenzinformation Sequenzidentifikationsnummer (SEQ ID NO)
Menschl. POSH Codierungssequenz SEQ ID No: 1
Menschl. POSH Aminosauresequenz SEQ ID No: 2
Menschl. POSH cDNA-Sequenz SEQ ID No: 3
5' cDNA-Fragment von menschl. POSH SEQ ID No: 4
N-Terminus Proteinfragment von menschl. POSH SEQ ID No: 5
3' mRNA-Fragment von menschl. POSH SEQ ID No: 6
C-Terminus Proteinfragment von menschl. POSH SEQ ID No: 7
Maus POSH mRNA-Sequenz SEQ ID No: 8
Maus POSH Proteinsequenz SEQ ID No: 9
Drosophila melanogaster POSH mRNA-Sequenz SEQ ID No: 10
Drosophila melanogaster POSH Protein-Sequenz SEQ ID No: 11
Menschliche POSH RING-Domane Aminosaurese- | SEQ ID No: 26
quenz

Menschliche POSH 1. SH3-Domane Aminosaurese- | SEQ ID No: 27
quenz

Menschliche POSH 2. SH3-Domé&ne Aminosaurese- | SEQ ID No: 28
quenz

Menschliche POSH 3. SH3-Domane Aminosaurese- | SEQ ID No: 29
quenz

Menschliche POSH 4. SH3-Domane Aminosaurese- | SEQ ID No: 30
quenz

Menschliche POSH RING-Doméane Nucleinsaurese- | SEQ ID No: 31
quenz

Menschliche POSH 1. SH3-Doméane Nucleinsaure- | SEQ ID No: 32
sequenz

Menschliche POSH 3. SH3-Doméane Nucleinsdure- | SEQ ID No: 33
sequenz

Menschliche POSH 3. SH3-Doméane Nucleinsaure- | SEQ ID No: 34
sequenz

Menschliche POSH 4. SH3-Domane Nucleinsaure- | SEQ ID No: 35
sequenz

4. Beispielhafte Polypeptide

[0118] Die vorliegende Erfindung stellt auch isolierte und/oder gereinigte Formen der betreffenden POSH-Po-
lypeptide bereit, die isoliert werden aus, oder sonst im Wesentlichen frei sind von anderen intrazellularen Pro-
teinen, die normalerweise mit dem Protein verbunden sein kdnnten oder einen bestimmten Komplex ein-
schlieBlich des Proteins bilden. In bestimmten Ausfiihrungsformen weist ein POSH-Polypeptid eine Aminosau-
resequenz auf, die identisch ist zu einer Aminosauresequenz wie sie in der SEQ ID NO: 2 dargelegt ist.

[0119] Wahlweise wird ein POSH-Polypeptid der Erfindung anstatt eines endogenen POSH-Polypeptids wir-
ken, zum Beispiel indem ein teilweiser oder vollstandiger Funktionsverlust des POSH-Phanotyps in einer Zelle
gemildert wird. Zum Beispiel kann ein POSH-Polypeptid der Erfindung in einer Zelle erzeugt werden, in welcher
endogenes POSH durch RNAI reduziert worden ist, und das eingeflihrte POSH-Polypeptid wird einen Phano-
typ abschwachen, der aus der RNAI resultiert. Ein beispielhafter Funktionsverlust des POSH-Phanotyps ist
eine Abnahme in Virus-ahnlicher Partikelproduktion in einer Zelle, die mit einem viralen Vektor transfiziert wur-
de, wahlweise einem HIV-Vektor. In bestimmten Ausflihrungsformen induziert ein POSH-Polypeptid, wenn es
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in einer effektiven Menge in einer Zelle erzeugt wurde, Apoptose.

[0120] In bestimmten Ausflihrungsformen interagiert ein POSH-Polypeptid der Erfindung mit einem viralen
Gag-Protein Uber eine oder mehrere SH3-Domanen. In weiteren Ausfiihrungsformen kénnen POSH-Polypep-
tide auch oder alternativ, teilweise durch die Aktivitat einer RING-Domane, bei der Ubiquitinierung mitwirken.

[0121] Offenbart werden auch Polypeptide, die aus einem Vollldangen-POSH-Polypeptid stammen. Isolierte
Peptidylteile der betreffenden Proteine kdnnen durch Screening der Polypeptide erhalten werden, die rekom-
binant aus dem entsprechenden Fragment der Nucleinsaure hergestellt werden, die solche Polypeptide co-
diert. AuBerdem kénnen Fragmente chemisch unter Verwendung von Techniken synthetisiert werden, die im
Fachgebiet als herkdmmliche Merrifield-Festphasen f-Moc oder t-Boc-Chemie bekannt sind. Zum Beispiel
kann jedes der betreffenden Proteine willkiirlich, ohne Uberlappung der Fragmente, in Fragmente der ge-
wilinschten Lange geteilt werden, oder vorzugsweise in Uberlappende Fragmente einer gewlinschten Lange
geteilt werden. Die Fragmente konnen hergestellt werden (rekombinant oder durch chemische Synthese) und
getestet werden, um jene Peptidyl-Fragmente zu identifizieren, die entweder als Agonisten oder Antagonisten
der Bildung eines bestimmten Proteinkomplexes wirken kénnen, oder allgemeiner eines POSH-Komplexes,
wie zum Beispiel durch Mikroinjektionstests.

[0122] Es ist auch mdglich die Struktur der betreffenden POSH-Polypeptide fir solche Zwecke wie die Ver-
starkung therapeutischer oder prophylaktischer Wirksamkeit oder Stabilitat zu modifizieren (z.B. ex vivo Halt-
barkeit und Resistenz zu proteolytischem Abbau in vivo). Solche modifizierten Polypeptide werden, wenn sie
entworfen werden, um mindestens eine Aktivitat der naturrlich vorkommenden Form des Proteins beizubehal-
ten, als funktionelle Aquivalente der POSH-Polypeptide angesehen, die hierin genauer beschrieben werden.
Solche modifizierten Polypeptide kdnnen zum Beispiel durch Aminosaureaustausch, -Deletion oder -Addition
hergestellt werden.

[0123] Zum Beispiel ist es angebracht zu erwarten, dass ein isolierter Austausch von einem Leucin mit einem
Isoleucin oder Valin, einem Aspartat mit einem Glutamat, einem Threonin mit einem Serin oder ein ahnlicher
Austausch von einer Aminosaure mit einer strukturell verwandten Aminosaure (d.h. konservative Mutationen)
keinen wesentlichen Effekt auf die biologische Aktivitat des resultierenden Molekils haben wird. Konservative
Austausche sind jene, die innerhalb einer Familie von Aminosauren stattfinden, die in ihren Seitenketten ver-
wandt sind. Genetisch codierte Aminosauren kénnen in vier Familien eingeteilt werden: (1) sauer = Aspartat,
Glutamat; (2) basisch = Lysin, Arginin, Histidin; (3) nicht-polar = Alanin, Valin, Leucin, Isoleucin, Prolin, Pheny-
lalanin, Methionin, Tryptophan; und (4) nicht geladen, polar = Glycin, Asparagin, Glutamin, Cystein, Serin,
Threonin, Tyrosin. Phenylalanin, Tryptophan, und Tyrosin werden manchmal gemeinsam als aromatische Ami-
nosauren klassifiziert. In dhnlicher Weise kann das Aminosaurenrepertoir gruppiert werden als (1) sauer = As-
partat, Glutamat; (2) basisch = Lysin, Arginin, Histidin, (3) aliphatisch = Glycin, Alanin, Valin, Leucin, Isoleucin,
Serin, Threonin, mit Serin und Threonin wahlweise getrennt als aliphatische Hydroxylgruppe; (4) aromatisch =
Phenylalanin, Tyrosin, Tryptophan; (5) Amid = Asparagin, Glutamin; und (6) schwefelhaltig = Cystein und Me-
thionin. (Siehe zum Beispiel Biochemistry, 2. Auflage, herausgegeben durch L. Stryer, W.H. Freeman und Co.,
1981). Ob eine Veranderung in der Aminosauresequenz eines Polypeptids in einem funktionellen Homolog re-
sultiert, kann leicht durch Bewertung der Fahigkeit des Varianten-Polypeptids bestimmt werden, eine Reaktion
in Zellen zu produzieren, die in einer Weise ahnlich dem Wildtyp-Protein ist. Zum Beispiel kénnen solche Va-
riantenformen eines POSH-Polypeptids z.B. auf ihre Fahigkeit bewertet werden an ein anderes Polypeptid zu
binden, z.B. ein anderes POSH-Polypeptid oder ein anderes Protein, das an der viralen Reifung beteiligt ist.
Polypeptide in denen mehr als ein Austausch stattgefunden hat, kdnnen leicht in der gleichen Weise getestet
werden.

[0124] Auflerdem offenbart wird ein Verfahren zur Erzeugung von Gruppen an kombinatorischen Mutanten
der betreffenden POSH-Polypeptide, sowie Verkirzungsmutanten und ist besonders fiir die Identifizierung von
moglichen Variantensequenzen (z.B. Homologen) nitzlich, die bei der Bindung an ein POSH-Polypeptid funk-
tionell sind. Der Zweck des Screenings solcher kombinatorischer Banken ist es zum Beispiel POSH-Homologe
zu erzeugen, die entweder als Agonisten oder Antagonisten wirken kénnen, oder die alternativ ganz neue Ak-
tivitaten besitzen. Es kénnen kombinatorisch abgeleitete Homologe erzeugt werden, die eine selektive Potenz
relativ zu einem naturlich vorkommenden POSH-Polypeptid aufweisen. Solche Proteine kdnnen, wenn sie aus
rekombinanten DNA-Konstrukten exprimiert werden, in Gentherapieprotokollen verwendet werden.

[0125] Genauso kann Mutagenese zu Homologen flihren, die intrazellulare Halbwertszeiten aufweisen, die

dramatisch anders sind als die des entsprechenden Wildtyp-Proteins. Zum Beispiel kann das geanderte Pro-
tein durch proteolytischen Abbau oder andere zellulare Prozesse, die in der Zerstdrung oder andernfalls Deak-
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tivierung des POSH-Polypeptids von Interesse resultieren, entweder stabiler oder weniger stabil gemacht wer-
den. Solche Homologe und die Gene, die sie codieren, kdnnen genitzt werden, um POSH-Mengen durch Mo-
dulation der Halbwertszeit des Proteins zu andern. Zum Beispiel kann eine kurze Halbwertszeit transientere
biologische Effekte erzeugen und kann, wenn es Teil eines induzierbaren Expressionssystems ist, eine engere
Kontrolle der rekombinanten POSH-Mengen innerhalb der Zelle ermoéglichen. Wie vorstehend kénnen solche
Proteine und insbesondere ihre rekombinanten Nucleinsdurekonstrukte in Gentherapieprotokollen verwendet
werden.

[0126] In &hnlicher Weise kdnnen POSH-Homologe durch den vorliegenden kombinatorischen Ansatz er-
zeugt werden, um als Antagonisten zu wirken, indem sie in der Lage sind mit der Fahigkeit des Wirkens des
entsprechenden Wildtypproteins zu interferieren.

[0127] In einer reprasentativen Ausfuhrungsform dieses Verfahrens werden die Aminosauresequenzen fur
eine Population von POSH-Homologen abgeglichen, um vorzugsweise die héchst mogliche Homologie zu for-
dern. Eine solche Population an Varianten kann zum Beispiel Homologe aus einer oder mehreren Arten um-
fassen, oder Homologe, aus der gleichen Art, die sich aber durch eine Mutation unterscheiden. Aminosauren,
die an den abgeglichen Sequenzen an jeder Position erscheinen, werden ausgewahlt, um eine degenerative
Gruppe von kombinatorischen Sequenzen zu erzeugen. In einer bevorzugten Ausfuhrungsform wird die kom-
binatorische Bank mittels einer degenerierte Genbank erzeugt, die eine Bank von Polypeptiden codiert, die je-
weils mindestens einen Teil von méglichen POSH-Sequenzen umfasst. Ein Gemisch von synthetischen Oligo-
nucleotiden kann zum Beispiel enzymatisch in Gensequenzen ligiert werden, sodass die degenerierte Gruppe
von mdglichen POSH-Nucleotidsequenzen als einzelne Polypeptide exprimierbar sind, oder alternativ als eine
Gruppe von grofieren Fusionsproteinen (z.B. zur Phagendisplay).

[0128] Es gibt viele Wege durch welche die Bank von mdglichen Homologen aus einer degenerierten Oligo-
nucleotidsequenz erzeugt werden kann. Chemische Synthese einer degenerierten Gensequenz kann in einem
automatisierten DNA-Synthesegerat durchgefihrt werden und die synthetischen Gene kénnen dann zur Ex-
pression in ein geeignetes Gen ligiert werden. Der Zweck einer degenerierten Gruppe an Genen ist es in einem
Gemisch alle Sequenzen bereitzustellen, die eine geeignete Gruppe an moglichen POSH-Sequenzen codie-
ren. Die Synthese von degenerierten Oligonucleotiden ist im Fachgebiet gut bekannt (siehe zum Beispiel Na-
rang, SA (1983) Tetrahedron 39:3; Itakura et al., (1981) Rekombinante DNA, Proc. 3. Cleveland Sympos. Ma-
kromolecules, Hg. AG Walton, Amsterdam: Elsevier Seiten 273-289; Itakura et al., (1984) Annu. Rev. Biochem.
53:323; Itakura et al., (1984) Science 198:1056; lke et al., (1983) Nucleic Acid Res. 11:477). Solche Techniken
sind in der gelenkten Evolution von anderen Proteinen eingesetzt worden (sieche zum Beispiel Scott et al.,
(1990) Science 249:386-390; Roberts et al., (1992) PNAS USA 89:2429-2433; Devlin et al., (1990) Science
249: 404-406; Cwirla et al., (1990) PNAS USA 87:6378-6382; sowie auch U.S. Patennummern: 5.223.409,
5.198.346 und 5.096.815).

[0129] Alternativ kdnnen andere Arten der Mutagenese geniitzt werden, um eine kombinatorische Bank zu
erzeugen. POSH-Homologe (sowohl agonistische als auch antagonistische Formen) kénnen zum Beispiel er-
zeugt werden und aus einer Bank durch Screening unter Verwendung von zum Beispiel der Alanin-Scan-
ning-Mutagenese und ahnliches isoliert werden (Ruf et al., (1994) Biochemistry 33:1565-1572; Wang et al.,
(1994) J. Biol. Chem. 269:3095-3099; Balint et al., (1993) Gene 137:109-118; Grodberg et al., (1993) Eur. J.
Biochem. 218:597-601; Nagashima et al., (1993) J. Biol. Chem. 268:2888-2892; Lowman et al., (1991) Bio-
chemistry 30:10832-10838; und Cunningham et al., (1989) Science 244:1081-1085), durch Linker-Scan-
ning-Mutatenese (Gustin et al., (1993) Virology 193:653-660; Brown et al., (1992) Mol Cell Biol. 12:2644-2652;
McKnight et al., (1982) Science 232:316); Durch Sattigungs-Mutagenese (Meyers et al., (1986) Science
232:613); durch PCR-Mutagenese (Leung et al., (1989) Method Cell Mol Biol 1:11-19); oder durch zufallige
Mutagenese, einschlief3lich chemischer Mutagenese, usw. (Miller et al., (1992) A Short Course in Bacterial Ge-
netics, CSHL Press, Cold Spring Harbor, NY; und Greener et al., (1994) Strategies in Mol Biol 7:32-34). Lin-
ker-Scanning-Mutagenese ist, insbesondere in einem kombinatorischen Rahmen, ein attraktives Verfahren zur
Identifikation von verkirzten (bioaktiven) Formen der POSH-Polypeptide.

[0130] Eine grolRe Auswahl von Techniken sind im Fachgebiet zum Screening von Genprodukten von kombi-
natorischen Banken bekannt, die durch Punktmutationen und Verkirzungen erzeugt wurden und in der Tat fur
das Screening von cDNA-Banken nach Genprodukten, die eine bestimmte Eigenschaft aufweisen. Solche
Techniken werden im Allgemeinen fir schnelle Durchmusterung der Genbanken adaptierbar sein, die durch
die kombinatorische Mutagenese von POSH-Homologen erzeugt wurden. Die am haufigsten zum Screening
von grofden Genbanken verwendeten Techniken umfassen Ublicherweise die Clonierung der Genbank in rep-
lizierbare Expressionsvektoren, Transformieren von geeigneten Zellen, mit den resultierenden Genbankvekto-
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ren und die Expression von kombinatorischen Genen unter Bedingungen in welchen der Nachweis einer ge-
wiinschten Aktivitat die relativ leichte Isolierung des Vektors erleichtert, der das Gen codiert dessen Produkt
nachgewiesen wurde. Jeder der nachstehend beschriebenen veranschaulichenden Tests ist fir Analyse mit
Hochdurchsatz zuganglich, wie sie notwendig ist, um groRe Zahlen an degenerierten Sequenzen zu durch-
mustern, die durch kombinatorische Mutagenesetechniken erzeugt werden.

[0131] In einerillustrativen Ausfuhrungsform eines Screeningtests werden kombinatorische Kandidaten-Gen-
produkte eines der Testproteine auf der Oberflache einer Zelle oder eines Virus prasentiert und die Fahigkeit
von besonderen Zellen oder viralen Partikeln an ein POSH-Polypeptid zu binden, wird in einem ,Panningtest"”
nachgewiesen. Zum Beispiel kann eine Bank von POSH-Varianten in das Gen fir ein Oberflachen-Membran-
protein einer bakteriellen Zelle cloniert werden (Ladner et al., WO 88/06630; Fuchs et al., (1991) Bio/Techno-
logy 9:1370-1371; und Goward et al., (1992) TIBS 18:136-140) und das resultierende Fusionsprotein durch
Panning nachgewiesen werden, z.B. unter Verwendung eines Fluoreszent-markierten Molekuls, welches an
das POSH-Polypeptid bindet, um mdgliche funktionelle Homologe zu erhalten. Zellen kénnen visuell inspiziert
und unter dem Fluoreszenzmikroskop aufgetrennt werden, oder wo es die Morphologie der Zellen erlaubt,
durch ein Fluoreszenz-aktiviertes Zellsortiergerat aufgetrennt werden.

[0132] In &hnlicher Weise kann die Genbank als ein Fusionsprotein auf der Oberflache eines Viruspartikels
exprimiert werden. Zum Beispiel kdnnen in dem filamentdésen Phagensystem fremde Peptidsequenzen auf der
Oberflache von infektidsen Phagen exprimiert werden und dadurch zwei wesentliche Vorteile Ubertragen. Ers-
tens kann eine gro3e Zahl an Phagen gleichzeitig durchmustert werden, da diese Phagen bei sehr hohen Kon-
zentrationen auf Affinitatsmatrizen aufgetragen werden kdnnen. Zweitens kann der Phage durch eine weitere
Infektionsrunde amplifiziert werden, da jeder infektiose Phage das kombinatorische Genprodukt auf seiner
Oberflache prasentiert, wenn ein bestimmter Phage aus einer Affinitadtsmatrix in niedrigen Ertragen wiederge-
wonnen wird. Die Gruppe der fast identischen, filamentdsen E. coli Phagen M13, fd und f1 wird am haufigsten
in Phagen-Displaybanken verwendet, da jedes der Phagen glll oder gVllI-Hullenproteine verwendet werden
kann, um Fusionsproteine zu erzeugen, ohne die endgiiltige Verpackung des Viruspartikels zu stéren (Ladner
et al., PCT-Veroffentlichung WO 90/02909; Garrard et al., PCT-Veroffentlichung WO 92/09690; Marks et al.,
(1992) J. Biol. Chem. 267;16007-16010; Griffiths et al., (1993) EMBO J. 12:725-734; Clackson et al., (1991)
Nature 352:624-628; und Barbas et al., (1992) PNAS USA 89:4457-4461).

[0133] Die Erfindung stellt auch fir die Reduktion der betreffenden POSH-Polypeptide bereit, um Nachah-
mungen zu erzeugen, z.B. Peptide oder nicht-Peptidmittel, die im Stande sind die Bindung des authentischen
Proteins an einen anderen zellularen Partner nachzuahmen. Solche wie vorstehend beschriebenen mutage-
nen Techniken, sowie das Thioredoxin-System, sind insbesondere auch fir die Kartierung der Determinanten
eines POSH-Polypepids nitzlich, die an Protein-Protein-Interaktionen beteiligt sind, zum Beispiel der Bindung
von Proteinen aneinander, die an der Virusreifung beteiligt sind. Zur Veranschaulichung, die kritischen Reste
eines POSH-Polypeptids, die an der molekularen Erkennung eines Substratproteins beteiligt sind, kdnnen be-
stimmt und verwendet werden, um POSH-Polypeptid-abgeleitete Peptidnachahmungen (,peptidomimetics")
zu erzeugen, die an das Substratprotein binden und durch Hemmung der POSH-Bindung wirken, um seine
biologische Aktivitat zu hemmen. Indem zum Beispiel Scanning-Mutagenese angewandt wird, um die Amino-
saurereste von einem POSH-Polypeptid zu kartieren, die bei der Bindung an ein anderes Polypeptid beteiligt
sind, kdbnnen Peptidnachahmungs-Verbindungen erzeugt werden, die jene Reste nachahmen, die an der Bin-
dung beteiligt sind. Zum Beispiel kdbnnen nicht-hydrolysierbare Peptidanaloge von solchen Resten unter Ver-
wendung von Benzodiazepin erzeugt werden (z.B. siehe Freidinger et al., in Peptides: Chemistry and Biology,
G.R. Marshall Hg., ESCOM Publisher: Leiden, Niederlande, 1988), Azepin (z.B. Huffman et al., in Peptides:
Chemistry and Biology, G.R. Marshall Hg., ESCOM Publisher: Leiden, Netherlands, 1988), substituierte Gam-
ma-Lactamringe (Gravey et al., in Peptides: Chemistry and Biology, G.R. Marshall Hg., ESCOM Publisher: Lei-
den, Niederlande, 1988), Keto-Methylen-Pseudopeptide (Ewenson et al., (1986) J. Med. Chem. 29:295; und
Ewenson et al., in Peptides: Structure and Function (Proceedings of the 9th American Peptide Symposium)
Pierce Chemical Co. Rockland, IL, 1985) B-Schleife-Dipeptidkerne (Nagai et al., (1985) Tetrahedron Lett
26:647; und Sato et al., (1986) J Chem Soc Perkin Trans 1:1231) und b-Aminoalkohole (Gordon et al., (1985)
Biochem Biophys Res Commun 126:419; und Dann et al., (1986) Biochem Biophys Res Commun 134:71).

[0134] Die folgende Tabelle stellt Sequenzen der RING-Domane und der verschiedenen SH3-Doméanen be-
reit.
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Tabelle 6. Aminosauresequenzen und verwandte SEQ ID NOs fir die Domanen in menschlichem POSH

Name der Se- Sequenz SEQ ID NO.
quenz
RING-Domane CPVCLERLDASAKVLPCQHTFCKRCLLGIVGSRNELRCPEC | 26

1. SH3-Doméne PCAKALYNYEGKEPGDLKFSKGDIIILRRQVDENWYHGEVN- | 27
GIHGFFPTNFVQIIK

2. SH3-Doméane PQCKALYDFEVKDKEADKOCLPFAKDDVLTVIRRVDENWA- 28
EGMLADKIGIFFISYVEDNS

3. SH3-Doméne SVYVAIYPYTPRKEDELELRKGEMFLVFERCQDGWF- 29
KGTSMHTSKIGVFPGNYVAPVT

4. SH3-Doméane ERHRVVVSYPPQSEAELELKEGDIVFVHKKREDGWFKGTL- | 30
QRNGKTGLFPGSFVENI

5. Antikoérper und ihre Verwendungen

[0135] Ein anderer Aspekt der Erfindung bezieht sich auf einen Antikérper, der spezifisch mit einem
POSH-Polypeptid reaktiv ist. Antikbrper kénnen zum Beispiel unter Verwendung von Immunogenen, die von
einem POSH-Polypeptid stammen, durch Standardprotokolle erzeugt werden, z.B. basierend auf den cD-
NA-Sequenzen, anti-Protein/anti-Peptidantiseren oder monoclonalen Antikérpern (siehe zum Beispiel, Antibo-
dies: A Laboratory Manual, herausgegeben von Harlow und Lane (Cold Spring Harbor Press: 1988)). Ein Sau-
ger, wie zum Beispiel eine Maus, ein Hamster oder ein Kaninchen, kann mit einer immunogenen Form des
Peptids immunisiert werden (z.B. einem POSH-Polypeptid oder einem Antigenfragment, das im Stande ist eine
Antikdrperantwort hervorzurufen, oder ein wie vorstehend beschriebenes Fusionsprotein). Techniken zur Ver-
leihung von Immunogenitat auf ein Protein oder Peptid umfassen Konjugation an Trager oder andere Techni-
ken, die im Fachgebiet gut bekannt sind. Ein immunogener Teil eines POSH-Polypeptids kann in der Anwe-
senheit von Adjuvans verabreicht werden. Der Fortschritt der Immunisierung kann durch den Nachweis von
Antikorpertitern im Plasma und Serum iberwacht werden. Standard-ELISA oder andere Immuntests kénnen
mit dem Immunogen als ein Antigen verwendet werden, um die Antikbrpermengen zu bewerten. In einer be-
vorzugten Ausfiihrungsform sind die betreffenden Antikdrper immunspezifisch fir antigene Determinanten von
einem POSH-Polypeptid eines Saugers, z.B. antigene Determinanten eines Proteins, das in SEQ ID NO: 2 dar-
gelegt wird.

[0136] In einer Ausfiihrungsform sind die Antikorper fiir eine RING-Doméane oder eine SH3-Domane spezi-
fisch und vorzugsweise ist die Domane ein Teil eines POSH-Polypeptids. In einer spezifischeren Ausfiihrungs-
form ist die Domane ein Teil einer Aminosauresequenz, die in SEQ ID NO: 2 dargelegt wird. In einer Gruppe
von beispielhaften Ausfiihrungsformen bindet ein Antikdrper an eine oder mehrere SH3-Domanen, die durch
die Aminosauren 137-192 von SEQ ID NO: 2, Aminosauren 199-258 von SEQ ID NO:2, Aminosauren
448-505 von SEQ ID NO.2 und/oder Aminosauren 832-888 von SEQ ID NO: 2, dargestellt sind. In einer an-
deren beispielhaften Ausflihrungsform bindet ein Antikorper an eine RING-Doméne, die durch die Aminosau-
ren 12-52 von SEQ ID NO: 2 dargestellt ist. In einer anderen Ausfliihrungsform sind die Antikdrper mit einem
oder mehreren Proteinen immunreaktiv, die eine Aminosauresequenz aufweisen, die mindestens 80% iden-
tisch ist zu einer Aminosauresequenz wie sie in SEQ ID NO: 2 dargelegt ist. In anderen Ausfiihrungsformen ist
ein Antikorper mit einem oder mehreren Proteinen immunreaktiv, die eine Aminosauresequenz aufweisen, die
85%, 90%, 95% 98%, 99% oder identisch ist zu einer Aminosauresequenz, wie sie in SEQ ID NO: 2 dargelegt
ist.

[0137] Nach der Immunisierung eines Tieres mit einer antigenen Erzeugung eines POSH-Polypeptids, kon-
nen anti-POSH-Antiseren erhalten werden und falls erwiinscht polyclonale anti-POSH-Antikorper, die aus dem
Serum isoliert werden. Um monoclonale Antikorper herzustellen konnen Antikérper-produzierende Zellen
(Lymphocyten) aus einem immunisierten Tier gesammelt und durch somatische Standard-Zellfusionsverfahren
mit immortalisierten Zellen, wie zum Beispiel Myelomazellen fusioniert werden, um Hybridomzellen zu erge-
ben. Solche Techniken sind im Fachgebiet gut bekannt und umfassen zum Beispiel die Hybridomtechnik (ur-
springlich entwickelt durch Kohler und Milstein, (1975) Nature, 256: 495-497), die menschliche B-Zell-Hybri-
domtechnik (Kozbar et al., (1983) Immunology Today, 4: 72) und die EBV-Hybridomtechnik, zur Erzeugung von
menschlichen monoclonalen Antikérpern (Cole et al., (1985) Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Alan
R. Liss, Inc. Seiten 77-96). Hybridomzellen kdnnen immunchemisch auf die Produktion von Antikdrpern durch-
mustert werden, die spezifisch mit einem menschlichen POSH-Polypeptid der vorliegenden Erfindung reaktiv
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sind und monoclonale Antikérper, die aus einer Kultur, umfassend solche Hybridomzellen, isoliert werden. In
einer Ausflhrungsform reagieren anti-menschliche POSH-Antikérper spezifisch mit dem Protein, das durch
eine Nucleinsdure codiert wird, das SEQ ID NO: 2 aufweist.

[0138] Der Begriff Antikdrper, wie er hierin verwendet wird, soll Fragmente davon umfassen, die auch spezi-
fisch mit einem der betreffenden POSH-Polypeptide reagieren. Antikérper kdnnen unter Verwendung von her-
kémmlichen Techniken fragmentiert werden und die Fragmente auf die Nutzlichkeit in der gleichen Weise
durchmustert werden, wie es flir ganze Antikorper vorstehend beschrieben wurde. Zum Beispiel kénnen
F(ab),-Fragmente durch Behandlung des Antikdrpers mit Pepsin erzeugt werden. Das daraus resultierende
F(ab),-Fragment kann behandelt werden, um Disulfidbriicken zu reduzieren, um dadurch Fab-Fragmente zu
erzeugen. Der Antikorper der vorliegenden Erfindung ist weiterhin dafir gedacht bispezifische, einzelkettige
und chimare und humanisierte Molekile zu umfassen, die eine Affinitat zu einem POSH-Polypeptid aufweisen,
die durch mindestens eine CDR-Region des Antikérpers verliehen wird. In bevorzugten Ausfihrungsformen
umfasst der Antikdrper ferner einen damit verbundenen Marker, der nachgewiesen werden kann (z.B. kann der
Marker ein Radioisotop, fluoreszierende Verbindung, Enzym oder Enzym-Cofaktor sein).

[0139] Anti-POSH-Antikdrper kénnen z.B. verwendet werden, um POSH-Polypeptidmengen in einem Indivi-
duum zu Uberwachen, insbesondere in der Anwesenheit von POSH an der Plasmamembran zur Bestimmung
ob oder nicht dieser Patient mit einem Virus, wie zum Beispiel einem RNA-Virus infiziert ist oder nicht, oder die
Ermdglichung der Bestimmung der Wirksamkeit eines bestimmten Behandlungsregimes, flr eine Person, die
an einer solchen Krankheit leidet. AuRerdem wird von POSH-Polypeptiden erwartet, dass sie manchmal in
dem freigesetzten Viruspartikel lokalisieren. Viruspartikel kdnnen gesammelt werden und auf die Anwesenheit
eines POSH-Polypeptids Uberprift werden. Die Menge an POSH-Polypeptid kann in einer Vielzahl von Pro-
benarten wie zum Beispiel Zellen und/oder in Kérperflissigkeiten, wie zum Beispiel Blutproben, gemessen
werden.

[0140] Eine andere Anwendung von anti-POSH-Antikérpern liegt im immunologischen Screening von cD-
NA-Banken, die in Expressionsvektoren wie zum Beispiel gt11, gt18-23, ZAP und ORF8 konstruiert werden.
Messenger-Banken dieser Art, die Codierungssequenzen aufweisen, die im richtigen Leserahmen und Orien-
tierung inseriert sind, kdnnen Fusionsproteine produzieren. Zum Beispiel wird gt11 Fusionsproteine produzie-
ren, deren Amino-Termini aus B-Galactosidase Aminosauresequenzen bestehen und deren Carboxyl-Termini
aus einem fremden Polypeptid bestehen. Antigene Epitope eines POSH-Polypeptids, z.B. andere Orthologe
eines bestimmten Proteins oder andere Paraloge aus der gleichen Art, kdnnen dann mit Antikérpern nachge-
wiesen werden, wie zum Beispiel dem Inkontaktbringen von Nitrozellulosefiltern, die von infizierten Platten mit
den geeigneten anti-POSH-Antikérpern abgenommen werden. Positive Phagen, die durch diesen Test nach-
gewiesen werden, kdnnen dann von der infizierten Platte isoliert werden. Die Anwesenheit von POSH-Homo-
logen kann nachgewiesen und aus anderen Tieren cloniert werden, so auch alternierende Isoformen (ein-
schliel3lich Spleil3-Varianten) aus Menschen.

6. Suche von Nucleotid- und Polypeptidsequenzen aufgrund von Homologie

[0141] Die Nucleotid- oder Aminosauresequenzen der Erfindung kénnen als Abfragesequenzen gegen Da-
tenbanken wie zum Beispiel GenBank, SwissProt, BLOCKS und Pima Il verwendet werden. Diese Datenban-
ken enthalten friher identifizierte und kommentierte Sequenzen, die unter Verwendung von BLAST, das fur
Basic Local Alignment Search Tool steht (Altschul S F (1993) J Mol Evol 36:290-300; Altschul, S F et al., (1990)
J Mol Biol 215:403-10) auf Homologieregionen (Ahnlichkeit) durchsucht werden kann.

[0142] BLAST erzeugt Abgleichungen von sowohl Nucleotid- als auch Aminosauresequenzen, um die Se-
quenzahnlickeit zu bestimmen. BLAST ist besonders bei der Bestimmung von genauen Ubereinstimmungen
oder bei der Identifizierung von Homologen nutzlich, die prokaryontischen (bakteriell) oder eukaryontischen
(tierisch, von Pilzen oder Pflanzen) Ursprung haben kénnen. Andere Algorithmen kénnen verwendet werden,
wie derjenige, der in Smith, R. F. und T. F. Smith (1992; Protein Engineering 5:35-51) beschrieben ist, wenn
man sich mit primaren Sequenzmustern und sekundaren Struktur-Gap-penalties beschaftigt. Wie in dieser An-
meldung offenbart, haben Sequenzen Langen von mindestens 49 Nucleotiden und nicht mehr als 12% uner-
wiinschte Basen (wobei N eher als A, C, G oder T eingetragen wird).

[0143] Der BLAST-Ansatz, wie er in Karlin und Altschul (1993; Proc Natl Acad. Sci 90:5873-7) genau be-
schrieben wird, sucht Ubereinstimmungen zwischen einer Abfragesequenz und einer Datenbank-Sequenz, um
die statistische Signifikanz von jeder der gefundenen Ubereinstimmungen zu berechnen und nur von jenen
Ubereinstimmungen zu berichten, welche die vom Benutzer ausgewéhlte Signifikanzschwelle befriedigen. Vor-
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zugsweise wird die Schwelle fir Nucleotide bei 10-25 gesetzt und bei 3-15 fiir Peptide.
7. Transgene Tiere und Verwendungen davon

[0144] Ein weiterer Aspekt der Erfindung zeichnet sich durch transgene nicht-menschliche Tiere aus, die ein
heterologes POSH-Gen exprimieren, vorzugsweise ein menschliches POSH-Gen der vorliegenden Erfindung
und/oder bei welchen ein oder mehrere Kopien der endogenen POSH-Gene in mindestens einem der Gewebe
oder Zelttypen des Tieres unterbrochen worden sind. Demgemal zeichnet sich die Erfindung durch ein Tier-
modell fur virale Infektion aus. In einer Ausfihrungsform sind die transgenen, nicht-menschlichen Tiere ein
Sauger, wie zum Beispiel eine Maus, Ratte, Kaninchen, Ziege, Schaf, Hund, Katze, Rind oder ein
nicht-menschlicher Primat. Ohne durch die Theorie gebunden wollen zu sein, wird vorgeschlagen, dass ein sol-
ches Tier fir die Infektion mit Hillen-Viren, retroid-Virus und RNA-Virus wie zum Beispiel verschiedene Rhab-
doviren, Lentiviren und Filoviren empfanglich sein kann. Ein solches transgenes Tier kann daher als ein nitz-
liches Tiermodell dienen, um die Progression von Krankheiten zu untersuchen, die durch solche Viren verur-
sacht werden. Alternativ kann ein solches Tier als eine Basis nitzlich sein, um ein oder mehrere andere
menschliche Transgene einzufiihren, um ein transgenes Tier zu erzeugen, das mehrere menschliche Gene
tragt, die an der Infektion beteiligt sind, die durch retroide Viren oder andere RNA-Viren verursacht wird. Re-
troide Viren umfassen Lentiviren, wie zum Beispiel HIV. Andere RNA-Viren umfassen Filoviren wie zum Bei-
spiel das Ebolavirus. Als ein Ergebnis des Einfiihrens von mehreren menschlichen Transgenen, kann das
transgene Tier fur bestimmte virale Infektionen empfindlich werden, und daher ein nitzliches Tiermodell zur
Untersuchung dieser viralen Infektionen bereitstellen.

[0145] Das transgene Tier, welches das menschliche POSH-Gen tragt ist als eine Basis zum Einfihren von
anderen menschlichen Genen nitzlich, die an der HIV-Infektion beteiligt sind, wie zum Beispiel Cyclin Ti,
CD34, CCR5 und Fusin (CRCX4). In einer Ausfuhrungsform ist das zusatzliche menschliche Transgen ein
Gen, das an einer Krankheit oder einem Zustand beteiligt ist, der mit AIDS in Zusammenhang steht (z.B. Blut-
hochdruck, Kaposi-Sarkom, Cachexia usw.) Ein solches Tier kann ein nitzliches Tiermodell sein, um die
HIV-Infektion, AIDS und verwandte Krankheitsentwicklungen zu untersuchen.

[0146] Ein anderer Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft transgene Tiere, die Zellen umfassen (von die-
sem Tier), die ein Transgen der vorliegenden Erfindung enthalten und die vorzugsweise (obwohl wahlweise)
ein exogenes POSH-Protein in einer oder mehreren Zellen des Tieres exprimieren. Ein POSH-Transgen kann
eine Wildtypform des Proteins codieren, oder kann Homologe davon codieren, sowie Antisensekonstrukte.
Daruber hinaus kann es wiinschenswert sein das heterologe POSH-Transgen bedingt zu exprimieren, damit
entweder die zeitliche Abstimmung oder die Menge der POSH-Genexpression reguliert werden kann. Solche
bedingte Expression kann unter Verwendung von prokaryontischen Promotorsequenzen bereitgestellt werden,
die prokaryontische Proteine bendtigen um gleichzeitig exprimiert zu werden, um die Expression der
POSH-Transgene zu erleichtern. Beispielhafte Promotoren und die entsprechenden prokaryontischen Protei-
ne sind in U.S. Patentnummer 4.833.080 angegeben.

[0147] Dariber hinaus kénnen transgene Tiere, die gewebespezifische Expression zeigen zum Beispiel er-
zeugt werden, indem ein gewebespezifisches Regulationselements, wie zum Beispiel ein Enhancer, in das
Transgen inseriert wird. Zum Beispiel kann der endogene POSH-Gen-Promotor oder ein Teil davon mit einem
anderen Promotor und/oder Enhancer z.B. einem CMV oder einem Moloney Mause-Leukamievirus (MLV) Pro-
motor und/oder Enhancer ersetzt werden.

[0148] Alternativ kdnnen nicht-menschliche transgene Tiere, die nur HIV-Transgene im Gehirn exprimieren
unter Verwendung von Gehirn-spezifischen Promotoren erzeugt werden (z.B. Myelin Basisprotein (MBP) Pro-
motor, dem Neurofilamentprotein (NF-L) Promotor, dem Gonadotropin-freisetzenden Hormonpromotor, dem
Vasopressinpromotor und dem Neuronen-spezifischen Enolasepromotor, siehe So Forss-Petter et al., Neuron,
5, 187, (1990). Solche Tiere kdnnen sich im in vivo Modell als nutzlich erweisen, um die Fahigkeit eines mdg-
lichen Anti-HIV-Arzneistoffes zu evaluieren, die Blut-Hirn-Schranke zu Ubertreten. Andere Zielzellen fur die
spezifische Promotoren verwendet werden kénnen, sind zum Beispiel Makrophagen, T-Zellen und B-Zellen.
Andere gewebespezifische Promotoren sind im Fachgebiet gut bekannt, siehe z.B. R. Jaenisch, Science, 240,
1468 (1988).

[0149] Nicht-menschliche transgene Tiere, die ein induzierbares POSH-Transgen enthalten, kénnen unter
Verwendung von induzierbaren regulatorischen Elementen erzeugt werden (z.B. Metallothionein-Promotor),
die im Fachgebiet gut bekannt sind. Transgene POSH-Expression kann dann in diesen Tieren durch Verabrei-
chung einer Verbindung an dieses Tier begonnen werden, das die Genexpression induziert (z.B. Schwerme-
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talle). Ein anderes bevorzugtes induzierbares System umfasst einen Tetracyclin-induzierbaren Transkriptions-
aktivator (U.S. Patentnummer 5.654.168, ausgestellt am 5.8.1997 fir Bujard und Gossen und U.S. Patentnum-
mer 5.650.298, ausgestellt am 22. Juli 1997 fir Bujard et al.).

[0150] Im Allgemeinen kdnnen transgene Tierlinien durch Erzeugung von trangenen Tieren erhalten werden,
die in ihrem Genom mindestens ein Transgen eingebaut haben, Auswahl von mindestens einem Griinder aus
diesen Tieren und Ziuchten des Griinders, um mindestens eine Linie von transgenen Tieren zu etablieren, die
das ausgewahlte Transgen in ihrem Genom eingebaut aufweist.

[0151] Tiere zum Erhalten von Eiern oder anderen kernhaltigen Zellen (z.B. embryonale Stammzellen) zur Er-
zeugung von transgenen Tieren, kdnnen von kommerziellen Standardquellen, wie zum Beispiel die Charles
River Laboratories (Wilmington, Mass), Taconic (Germantown, N.Y.), Harlan Sprague Dawley (Indianapolis,
Ind.) erhalten werden.

[0152] Eier kbnnen von geeigneten Tieren, z.B. durch Ausspulen aus dem Ovidukt oder unter Verwendung
von Techniken erhalten werden, die U.S. Patentnummer 5.489.742 beschrieben sind, ausgestellt am 6. Feb.
1996 fir Hammer und Taurog; U.S. Patentnummer 5.625.125, ausgestellt am 29. Apr. 1997 fir Rennet et al.;
Gordon et al., 1980, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:7380-7384; Gordon & Ruddle, 1981, Science
214:1244-1246; U.S. Patentnummer 4.873.1931 fur T. E. Wagner und P. C. Hoppe; U.S. Patentnummer
5.604.131; Armstrong, et al. (1988) J. of Reproduction, 39:511 oder PCT-Anmeldungsnummer
PCT/FR93/00598 (WO 94/00568) durch Mehtali et al. Vorzugsweise wird das Weibchen hormonellen Bedin-
gungen ausgesetzt, die wirkungsvoll bei der Férderung der Superovulation sind, bevor die Eier erhalten wer-
den.

[0153] Viele Techniken kdnnen verwendet werden, um DNA in ein Ei oder eine kernhaltige Zelle einzufiihren,
einschlieBlich in vitro Fertilisation unter Verwendung von Sperma als ein Trager von exogener DNA (,Sper-
ma-vermittelter Gentransfer", z.B. Lavitrano et al., 1989, Cell 57:717-723), Mikroinjektion, Gen-Targeting
(Thompson et al., 1989, Cell 56:313-321), Elektroporation (Lo, 1983, Mol. Cell. Biol. 3: 1803-1814), Transfek-
tion, oder Retrovirus-vermittelter Gentransfer (Van der Putten et al., 1985, Proc. Natl. Acad. Sci. USA
82:6148-6152). Firr einen Uberblick von solchen Techniken, siehe Gordon (1989), Transgene Tiere, Intl. Rev.
Cytol. 115:171-229.

[0154] Auller bei Sperma-vermitteltem Gentransfer sollten Eier gemeinsam mit (bevor, wahrend oder nach)
anderen Transgen-Transfer-Techniken fertilisiert werden. Ein bevorzugtes Verfahren zum fertilisieren von Ei-
ern ist durch Zuchten eines Weibchens mit einem fruchtbaren Mannchen. Eier kdnnen jedoch auch durch eine
in vitro Fertilisationstechnik fertilisiert werden.

[0155] Fertilisierte Eier, die Trangene enthalten, kénnen unter Verwendung von geeigneten Techniken in
scheintrachtige Tiere Ubertragen werden, die auch als ,Pflege-Muttertiere" bezeichnet werden. Scheintrachtige
Tiere kdnnen zum Beispiel erhalten werden, indem 40-80 Tage alte weibliche Tiere, die mehr als 8 Wochen alt
sind in Kafige mit unfruchtbaren, z.B. vasektomierten Mannchen, gegeben werden. Am nachsten Morgen wer-
den die Weibchen auf Vaginalstopsel Uberpriift. Weibchen die sich mit vasektomierten Mannchen gepaart ha-
ben, werden bis zur Zeit des Transfers separat gehalten.

[0156] Empfanger-Weibchen kénnen z.B. unter Verwendung des GNRH-Agonisten (GnRH-a): des-gly10,
(D-Ala6)-LH-RH Ethylamid, SigmaChemical Co., St. Louis, Mo., synkronisiert werden. Alternativ kann eine uni-
laterale Schwangerschaft durch ein kurzes operatives Verfahren erzielt werden, welches das ,Wegschalen”
der Bursamembran vom linken Gebarmutterhorn umfasst. Injizierte Embryos kénnen dann tber das Infundibu-
lum in das linke Gebarmutterhorn transferiert werden. Mégliche transgene Griinder kdnnen tblicherweise so-
fort nach der Geburt aus den endogenen Nachkommen eines Wurfs identifiziert werden. Zur Erzeugung von
transgenen Tieren aus embryonischen Stammzellen, siehe z.B. Teratocarcinomas and embryonic stemcells, a
practical approach, Hg. E. J. Robertson, (IRL Press 1987) oder in Potter et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81,
7161 (1984).

[0157] Grinder, die das Gen exprimieren, kbnnen dann gezichtet werden, um eine transgene Linie zu etab-
lieren. DemgemaR kénnen Griindertiere geziichtet, durch Inzucht geziichtet, gekreuzt, oder ausgeziichtet wer-
den, um Kolonien von Tieren der vorliegenden Erfindung zu produzieren. Tiere, die multiple Transgene enthal-
ten, kénnen durch Kreuzung der unterschiedlichen Griindertiere erzeugt werden (z.B. ein HIV-transgenes Tier
und transgenes Tier, das menschliches CD4 exprimiert), sowie durch Einfiihren von mehrfachen Transgenen
in ein Ei oder eine embryonische Zelle, wie vorstehend beschrieben. Dartber hinaus kdnnen Embryos von
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A-transgenen Tieren als gefrorene Embryos gelagert werden, die dann aufgetaut und falls bendétigt in schein-
trachtige Tiere implantiert werden (siehe z.B. Hirabayashi et al. (1997) Exp Anim 46:111 und Anzai (1994) Jik-
ken Dobutsu 43:247).

[0158] Die vorliegende Erfindung stellt transgene Tiere bereit, welche die Transgene in allen ihren Zellen tra-
gen, sowie Tiere, die das Transgen in manchen aber nicht in allen Zellen tragen, d.h. Mosaiktiere. Das Trans-
gen kann als ein einzelnes Transgen oder in Tandem, z.B. Kopf-an-Kopf-Tandems, oder Kopf-an-Schwanz
oder Schwanz-an-Schwanz oder als vielfache Kopien integriert werden.

[0159] Die erfolgreiche Expression der Transgene kann durch jedes von verschiedenen Mitteln nachgewie-
sen werden, die Fachleuten gut bekannt sind. Nicht-limitierende Beispiele umfassen Northern-Blot, in situ Hy-
bridisierung der mMRNA-Analyse, Western-Blot-Analyse, Immunhistochemie und FACS-Analyse der Proteinex-
pression.

[0160] In einem weiteren Aspekt zeichnet sich die Erfindung durch nicht-menschliche Tierzellen aus, die ein
POSH-Transgen enthalten, vorzugsweise ein menschliches POSH-Transgen. Zum Beispiel kann die tierische
Zelle (z.B. somatische Zelle oder Keimzelle (d.h. Ei oder Spermium)) aus dem trangenen Tier erhalten werden.
Transgene somatische Zellen oder Zelllinien kdnnen zum Beispiel in Arzneistoff-Screeningtests verwendet
werden. Transgene Keimzellen andererseits konnen in der Erzeugung von transgenen Nachkommen, wie vor-
stehend beschrieben, verwendet werden.

Krankheitsmodelle und Arzneistoff-Screeningtests

[0161] Die Erfindung stellt ferner Verfahren zur Identifizierung (Screening) bereit oder zur Bestimmung von
Sicherheit und/oder Wirksamkeit von Virus-Therapeutika, d.h. Verbindungen, die fir die Behandlung und/oder
Verhinderung der Entwicklung von Erkrankungen oder Zustanden niitzlich sind, die durch virale Infektion (z.B.
AIDS) verursacht werden, oder zu denen sie beitragt. Auerdem sind die Tests fliir die weitere Verbesserung
von bekannten anti-viralen Verbindungen nutzlich, z.B. durch Modifizierung ihrer Struktur, um ihre Stabilitat
und/oder Aktivitat und/oder Toxizitat zu erhéhen.

1. In vivo Tests in transgenen Tieren

[0162] Zusatzlich zur Bereitstellung von in vitro Tests, kdnnen die transgenen Tiere selbst in in vivo Tests ver-
wendet werden, um virale Therapeutika zu identifizieren. Zum Beispiel kénnen die Tiere in Tests verwendet
werden, um Verbindungen zu identifizieren, die jede Phase des viralen Lebenszyklus vermindern oder hem-
men z.B. Expression von einem oder mehreren viralen Genen., Aktivitat von einem oder mehreren viralen Pro-
teinen, Glycosylierung von einem oder mehreren viralen Proteinen, Prozessierung von einem oder mehreren
viralen Proteinen, virale Replikation, Zusammenflgung der Virionen, und/oder Sprossung von infektiésen Viri-
onen.

[0163] In einer beispielhaften Ausfihrungsform umfasst der Test die Verabreichung einer Testverbindung an
ein transgenes Tier der Erfindung, das mit einem Virus infiziert ist, umfassend Hullenviren, DNA-Viren, Retro-
viren und andere RNA-Viren und Vergleichen einer phanotypischen Veranderung in dem Tier im Vergleich mit
einem transgenen Tier, das keine Testverbindung erhalten hat. Wo das Tier zum Beispiel mit HIV infiziert wird,
kann die phanotypische Veranderung die Verbesserung in einem mit AIDS in Zusammenhang stehenden Kom-
plex sein (ARC, AIDS related complex), Katarakte, entziindliche Lasionen im zentralen Nervensystem einer
schwachen sklerotischen Nierenlasion, oder einer Hautldsion, wie zum Beispiel psoriasiforme Dermatitis, hy-
perkerstotische Lasion, Kaposi Sarkom oder Kachexie. Die Wirkung einer Verbindung oder Hemmung des Ka-
posi Sarkoms kann wie z.B. beschrieben in PCT/US97/11202 (W0O97/49373) durch Gallo et al., bestimmt wer-
den.

[0164] Diese und andere mit HIV in Zusammenhang stehende Symptome oder Phanotypen werden in Leo-
nard et al. (1988) Science 242:1665 weiter beschrieben.

[0165] In einer anderen Ausfiihrungsform ist die phanotypische Veranderung eine Freisetzung/Sprossung der
Viruspartikel. In noch einer weiteren Ausfiihrungsform ist die phanotypische Veranderung die Zahl von CD4+
T-Zellen oder das Verhaltnis von CD4+ T-Zellen im Vergleich zu CD8+ T-Zellen. In HIV infizierten Menschen,
sowie in HIV transgenen Mausen deutet die Analyse der Lymphknoten darauf hin, dass sich die Zahl der CD4+
T-Zellen vermindert und die sich die Zahl der CD8+ T-Zellen erhéht. Zahlen von CD4+ und CD8+ T-Zellen kén-
nen zum Beispiel durch indirekte Immunfluoreszenz und Durchflusszytometrie bestimmt werden, wie z.B. be-
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schrieben in Santoro et al., vorstehend.

[0166] Alternativ kann eine phanotypische Veranderung iberwacht werden, z.B. eine Veranderung in der Ex-
pressionsmenge eines HIV-Gens. Die HIV-RNA kann aus der Gruppe ausgewahlt werden, bestehend aus gag
mRNA, gag-pro-pol mRNA, vif mMRNA, vpr mRNA, tat mMRNA, rev mRNA, vpu/env mRNA, nef mRNA, und vpx
mRNA. Das HIV-Protein kann ausgewahlt werden aus der Gruppe bestehend aus Pr55 Gag und Fragmenten
davon (p17 MA, p24 CA, p7 NC, p1, p9, p6 und p2), Pr160 Gag-Pro-Pol, und Fragmenten davon (p10 PR, p51
RT, p66 RT, p32 IN), p23 Vif, p15 Vpr, p14 Tat, p19 Rev, p16 Vpu, gPr 160 Env oder Fragmenten davon (gp
120 SU und gp41TM), p27 Nef, und p14 Vpx. Die Mengen von jeder dieser mRNAs oder von Proteinen kann
in Zellen aus einer Gewebeprobe bestimmt werden, wie zum Beispiel einer Hautbiopsie, wie z.B. beschrieben
in PCT/US97/11202 (WO97/49373) von Gallo et al. Die Quantifizierung von HIV mRNA und Protein wird an-
derswo hierin weiter beschrieben und auch z.B. in Dickie et al. (1996) AIDS Res. Human Retroviruses 12:1103.
In einer bevorzugten Ausfiihrungsform wird die Menge an gp120 auf der Oberflache von PBMC bestimmt. Das
kann wie in den Beispielen beschrieben, z.B. durch Immunfluoreszenz auf PBMC durchgefiihrt werden, die aus
den Tieren erhalten wurden.

[0167] Eine weitere phanotypische Veranderung ist die Produktionsmenge oder Rate von Viruspartikeln im
Serum und/oder Gewebe des Tieres. Das kann z.B. durch Bestimmung der Reversen Transkriptase (RT-Akti-
vitat) oder der viralen Belastung, wie es anderswo hierin sowie in PCT/US97/11202 (W097/49373) von Gallo
et al., beschrieben wird, bestimmt werden, zum Beispiel durch Bestimmung des p24 Antigens.

[0168] Noch eine andere phanotypische Veranderung, die eine HIV-Infektion oder das Fortschreiten von
AIDS andeuten kann, ist die Produktion von entzuindlichen Cytokinen, wie zum Beispiel IL-6, IL-8 und TNF-al-
pha; die Wirksamkeit einer Verbindung, wie zum Beispiel eines anti-HIV-Therapeutikums, kann durch ELI-
SA-Test fir die Reduktion von Serummengen von irgendeinem oder allen dieser Cytokine bewertet werden.

[0169] Ein Impfstoff kann durch Verabreichung eines Testantigens an ein transgenes Tier der Erfindung un-
tersucht werden. Das Tier kann wahlweise mit dem gleichen oder einem unterschiedlichen Antigen geboostet
werden. Ein solches Tier wird dann mit einem Virus wie zum Beispiel HIV infiziert. Die Produktion von Virusp-
artikeln oder die Expression von viralen Proteinen wird dann bei verschiedenen Zeiten nach der Verabreichung
des Testimpfstoffes gemessen. Eine Verminderung in der Menge der Viruspartikel, die erzeugt werden, oder
der viralen Expression, wird darauf hindeuten, dass der Testimpfstoff bei der Reduktion oder Hemmung der
Virusproduktion und/oder Expression wirksam ist. Die Menge an Antikdrper, die von dem Tier in Antwort auf
das Impfstoffantigen erzeugt wird, kann auch gemaf den im Fachgebiet bekannten Verfahren bestimmt wer-
den und stellt einen relativen Hinweis auf die Immunogenitat des bestimmten Antigens dar.

2. Zellulare in vitro Tests

[0170] Zellen aus den transgenen Tieren der Erfindung kdnnen in Kultur etabliert werden und immortalisiert
werden, um Zelllinen zu bilden. Zum Beispiel kbnnen immortalisierte Zelllinien aus den Lebern von transgenen
Ratten, wie beschrieben in Bulera et al. (1997) Hepatology 25:1192, etabliert werden. Zelllinien aus anderen
Zellarten kbnnen gemaf im Fachgebiet bekannten Verfahren etabliert werden.

[0171] In einem auf Zellen basierenden Test kdnnen Zellen, die ein POSH-Transgen exprimieren, mit einem
Virus von Interesse infiziert und in der Anwesenheit einer Testverbindung oder einer Kontrollverbindung inku-
biert werden. Die Produktion von viralen Partikeln wird dann verglichen. Dieses Testsystem stellt daher ein Mit-
tel zur Identifizierung von molekularen Antagonisten bereit, das zum Beispiel durch Stérung der viralen Frei-
setzung/Sprossung wirkt.

[0172] Auf Zellen basierende Tests kdnnen auch verwendet werden, um Verbindungen zu identifizieren, wel-
che die Expression eines viralen Gens modulieren, die Translation einer viralen mRNA modulieren oder die
Stabilitat einer viralen mRNA oder eines Proteins modulieren. Demgemaf kann eine Zelle, die im Stande ist
ein besonderes virales Protein zu exprimieren, mit einer Testverbindung inkubiert werden und die Menge des
viralen Proteins, das in dem Zellmedium produziert wird, kann gemessen und mit jenem verglichen werden,
das von einer Zelle produziert wird, die nicht mit der Testverbindung in Kontakt gebracht worden ist. Die Spe-
zifitat der Verbindung fir die Regulation der Expression eines bestimmten Virusgens, kann durch verschiedene
Kontrollanalysen, z.B. durch Messung der Expression von einem oder mehreren Kontrollgenen, bestatigt wer-
den. Diese Art von zelluldarem Test kann insbesondere fir die Bestimmung der Wirksamkeit von Antisense-Mo-
lekilen oder Ribozymen nutzlich sein.
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8. RNA-Interferenz, Ribozyme, Antisense und DNA-Enzyme

[0173] In bestimmten Aspekten betrifft die Erfindung RNAI, Ribozym, Antisense und andere mit Nucleinsau-
ren in Zusammenhang stehende Verfahren und Zusammensetzungen zur Manipulation (Ublicherweise Vermin-
derung) einer POSH-Aktivitat. Beispielhafte RNAi und Ribozymmolekiile kdnnen eine Sequenz umfassen wie
sie in jeder der SEQ ID NOs: 15, 16, 18, 19, 21, 22, 24 und 25 gezeigt wird.

[0174] Bestimmte Ausfihrungsformen der Erfindung verwenden Materialien und Verfahren, die den Knock-
down von einem oder mehreren POSH-Genen mittels einer RNA-Interferenz (RNAi) bewirken. RNAI ist ein
Prozess der Sequenz-spezifischen post-transkriptionellen Genrepression, die in eukaryontischen Zellen statt-
finden kann. Im Allgemeinen umfasst dieser Prozess den Abbau einer mRNA von einer speziellen Sequenz,
die durch doppelstrangige RNA (dsRNA) induziert ist, die homolog zu dieser Sequenz ist. Die Expression einer
langen dsRNA zum Beispiel, die der Sequenz einer bestimmten einzelstrangigen mRNA entspricht (ss mRNA),
wird diese Botschaft instabil machen und dadurch die Expression des entsprechenden Gens ,stéren". Demge-
malR kann jedes ausgewahlte Gen durch Einflihren einer dsRNA unterdriickt werden, das der gesamten oder
einem Teil der mMRNA flr dieses Gen entspricht. Es scheint, dass wenn eine lange dsRNA exprimiert wird, sie
anfanglich durch eine Ribonuclease Il in kiirzere dsRNA-Oligonucleotide, von so wenigen wie 21 oder 22 Ra-
senpaaren in Lange, prozessiert wird. Darliber hinaus kann RNAi demgemaf durch das Einflihren oder die
Expression von relativ kurzen homologen dsRNAs beeintrachtigt werden. Tatsachlich kann die Verwendung
von relativ kurzen homologen dsRNAs, wie nachstehend besprochen, bestimmte Vorteile aufweisen.

[0175] Saugerzellen haben mindestens zwei Signalwege, die durch doppelstrangige RNA (dsRNA) beein-
flusst werden. In dem RNAI (sequenzspezifisch) Signaleweg, wird die initiierende dsRNA zuerst, wie vorste-
hend beschrieben, in kurze interferierende (si)RNAs zerlegt. Die siRNAs weisen Sense- und Antisense-Stran-
ge von etwa 21 Nucleotiden auf, die ungefahr 19 Nucleotid-siRNAs mit Uberhangen von zwei Nucleotiden am
jedem 3'Ende bilden. Von kurzen interferierenden RNAs wird angenommen, dass sie die Information bereit-
stellen, die es einer spezifischen Boten-RNA ermoglicht fiir den Abbau gezielt ausgewahlt zu werden. Im Ge-
gensatz dazu wird der unspezifische Signalweg durch dsRNA von irgendeiner Sequenz ausgeldst, solange sie
mindestens 30 Basenpaare lang ist. Die unspezifischen Effekte treten auf, da dsRNA zwei Enzyme aktiviert:
PKR, das in seiner aktiven Form den Translations-Initiationsfaktor elF2 phosphoryliert, um die gesamte Prote-
insynthese zu stoppen, und 2', 5' Oligoadenylat-Synthetase (2', 5'-AS), die ein Molekiil synthetisiert, das RNa-
se L aktiviert, ein unspezifisches Enzym, das auf alle mRNAs abzielt. Der unspezifische Signalweg kann eine
Wirtsreaktion auf Stress oder virale Infektion darstellen und im Allgemeinen werden die Wirkungen des unspe-
zifischen Signalwegs vorzugsweise unter bevorzugten Verfahren der vorliegenden Erfindung minimiert. Be-
zeichnenderweise scheinen langere dsRNAs bendtigt zu werden, um den unspezifischen Signalweg zu indu-
zieren und demgemal werden kurzere als etwa 30 Rasenpaare lange dsRNAs bevorzugt, um die Genrepres-
sion durch RNAIi zu bewirken (siehe Hunter et al. (1975) J Biol Chem 250:409-17; Manche et al. (1992) Mol
Cell Biol 12:5239-48; Minks et al. (1979) J Biol Chem 254:10180-3; und Elbashir et al. (2001) Nature 411:
494-8).

[0176] Von RNAI ist gezeigt worden, dass sie bei der Reduktion oder Eliminierung der Expression eines Gens
in etlichen unterschiedlichen Organismen, einschliel3lich Caenorhabditiis elegans (siehe z.B. Fire et al. (1998)
Nature 391: 806-11), Mauseiern und -Embryos (Wianny et al. (2000) Nature Cell Biol 2: 70-5; Svoboda et al.
(2000) Development 127: 4147-56) und gezuchteten RAT-1-Fibroblasten (Bahramina et al. (1999) Mol Cell
Biol 19: 274-83) wirksam ist und es scheint einen sich vor langer Zeit entwickelten Signalweg darzustellen, der
in eukaryontischen Pflanzen und Tieren vorhanden ist (Sharp (2001) Genes Dev. 15: 485-90). Es hat sich he-
rausgestellt, dass RNAI ein wirkungsvolles Mittel zur Verminderung der Genexpression in einer Vielzahl von
Zelltypen ist, einschliel3lich HeLa-Zellen, NIH/3T3-Zellen, COS-Zellen, 293-Zellen und BHK-21 Zellen und die
Expression eines Gens ublicherweise auf niedrigere Mengen reduziert, als sie durch die Verwendung von An-
tisense-Techniken erreicht wird und die Expression tatsachlich oft ganz ausschaltet (siehe Bass (2001) Nature
411: 428-9). In Saugerzellen sind siRNAs bei Konzentrationen wirksam, die mehrere GréRenordnungen unter
den Konzentrationen liegen, die Ublicherweise in Antisense-Experimenten verwendet werden (Elbashir et al.
(2001) Nature 411: 494- 8).

[0177] Die doppelstrangigen Oligonucleotide, die verwendet werden, um RNAI zu beeinflussen, sind vorzugs-
weise weniger als 30 Rasenpaare lang und umfassen starker bevorzugt 25, 24, 23, 22, 21, 20, 19, 18 oder 17
Rasenpaare der Ribonucleinsaure. Wahlweise kdnnen die dsRNA-Oligonucleotide der Erfindung tGberhangen-
de 3'-Enden umfassen. Beispielhafte 2-Nucleotid-3'-Uberhénge kénnen aus Ribonucleotidresten von jeder Art
zusammengesetzt sein und kénnen sogar aus 2'-Desoxythymidinresten bestehen, welche die Kosten der
RNA-Synthese senken und die Nucleaseresistenz von siRNAs im Zellkulturmedium und innerhalb der transfi-
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zierten Zellen erhéhen kdénnen (siehe Elbashi et al. (2001) Nature 411: 494-8). Langere dsRNAs von 50, 75,
100 oder sogar 500 Rasenpaaren oder mehr kdnnen in bestimmten Ausflihrungsformen der Erfindung genutzt
werden. Beispielhafte Konzentrationen von dsRNAs zur Bewirkung von RNAi sind etwa 0,05 nM, 0,1 nM, 0,5
nM, 1,0 nM, 1,5 nM, 25 nM oder 100 nM, obwohl abhangig von der Art der behandelten Zellen, der Zielgens
und anderer Faktoren, die fur den Fachmann leicht erkennbar sind, andere Konzentrationen verwendet werden
kdnnen. Beispielhafte dsSRNAs kdnnen chemisch synthetisiert oder in vitro oder in vivo unter Verwendung von
geeigneten Expressionsvektoren produziert werden. Beispielhafte synthetische RNAs umfassen 21 Nucleo-
tid-RNAs, die chemisch unter im Fachgebiet bekannten Verfahren synthetisiert werden (z.B. Expe-
dit-RNA-Phosphoramidite und Thymidin-Phosphoramidite (Proligo, Deutschland). Synthetische Oligonucleoti-
de werden vorzugsweise entschitzt und unter Verwendung von im Fachgebiet bekannten Verfahren gelgerei-
nigt (siehe z.B. Elbashir et al. (2001) Genes Dev. 15:188-200). Langere RNAs kdnnen aus Promotoren, wie
zum Beispiel T7 RNA-Polymerase-Promotoren, die im Fachgebiet bekannt sind, transkribiert werden. Ein ein-
zelnes RNA-Ziel, das in beiden Richtungen stromabwarts von einem in vitro Promotor platziert wird, wird beide
Strange des Ziels transkribieren, um ein dsRNA-Oligonucleotid der gewlinschten Zielsequenz zu erzeugen.
Jede der vorstehenden RNA-Arten wird entworfen werden, um einen Teil einer Nucleotidsequenz zu umfassen,
die in einer POSH-Nucleinsaure dargestellt ist, wie zum Beispiel eine Nucleinsaure, die unter stringenten
und/oder physiologischen Bedingungen an irgendeine von SEQ ID NO: 1 oder SEQ ID NO: 3 oder Komple-
menten davon hybridisiert.

[0178] Die spezifische beim Entwurf der Oligonucleotide verwendete Sequenz kann irgendeine fortlaufende
Sequenz an Nucleotiden sein, die innerhalb der exprimierten Genbotschaft des Ziels enthalten ist. Im Fachge-
biet bekannte Programme und Algorithmen kdnnen verwendet werden, um geeignete Zielsequenzen auszu-
wahlen. Aulterdem kénnen optimale Sequenzen unter Nutzung von Programmen ausgewahlt werden, die ent-
worfen wurden, um die Sekundarstruktur einer spezifischen einzelstrangigen Nucleinsduresequenz vorauszu-
sagen und die Selektion von jenen Sequenzen ermdglichen, die wahrscheinlich in exponierten einzelstrangi-
gen Bereichen einer gefalteten mRNA vorkommen. Verfahren und Zusammensetzungen zum Entwerfen von
geeigneten Oligonucleotiden kénnen zum Beispiel in U.S. Patenthummer 6.251.588 gefunden werden. Von
Boten-RNA (mRNA) wird allgemein angenommen, dass sie ein lineares Molekul ist, das die Information zur
Lenkung der Proteinsynthese innerhalb der Sequenz von Ribonucleotiden enthalt, Studien haben jedoch etli-
che sekundare und tertiare Strukturen offenbart, die in den meisten mRNAs bestehen. Sekundare Strukture-
lemente in RNA werden gréBtenteils durch Watson-Crick-artige Interaktionen zwischen unterschiedlichen Re-
gionen des gleichen RNA-Molekuls gebildet. Wichtige sekundare Strukturelemente umfassen intramolekulare
doppelstrangige Regionen, Haarnadelschleifen, Ausbuchtungen in Duplex-RNA und interne Schlaufen. Terti-
are Strukturelemente werden gebildet, wenn sekundare Strukturelemente miteinander oder mit einzelstrangi-
gen Regionen in Kontakt kommen, um eine komplexere dreidimensionale Struktur zu bilden. Etliche Forscher
haben die Bindungsenergien einer groRen Zahl von RNA-Duplexstrukturen gemessen und haben eine Gruppe
an Regeln abgeleitet, die verwendet werden kénnen, um die Sekundarstruktur von RNA vorauszusagen (siehe
z.B. Jaeger et al. (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:7706 (1989); und Turner et al. (1988) Annu. Rev. Bio-
phys. Chem. 17:167). Die Regeln sind bei der Identifizierung von RNA-Strukturelementen nutzlich und insbe-
sondere zur ldentifizierung von einzelstrangigen RNA-Regionen, die bevorzugte mRNA-Segmente darstellen
kdnnen, um zum Silencing auf RNAI, Ribozym oder Antisense-Technologien abzuzielen. Demgemal kénnen
bevorzugte Segmente des mMRNA-Ziels zum Entwurf der RNAi-vermittelten dsRNA-Oligonucleotide identifiziert
werden, sowie zum Entwurf von geeigneten Ribozym- und Hammerkopf-Ribozym-Zusammensetzungen der
Erfindung.

[0179] Die dsRNA-Oligonucleotide kénnen durch Transfektion mit einem heterologen Zielgen unter Verwen-
dung von Tragerzusammensetzungen, wie zum Beispiel Liposomen, in die Zelle eingefuhrt werden, die im
Fachgebiet bekannt sind, z.B. Lipofektamin 2000 (Life Technologies) wie beschrieben durch den Hersteller von
adharente Zelllinien. Die Transfektion der dsRNA-Oligonucleotide zum Abzielen auf endogene Gene, kann un-
ter Verwendung von Oligofectamin (Life Technologies) durchgefiihrt werden. Die Transfektionseffizienz kann
unter Verwendung von Fluoreszenzmikroskopie fur Sdugerzelllinien nach der Co-Transfektion von hGFP-co-
dierendem pAD3 (Kehlenback et al. (1998) J Cell Biol 141: 863-74) Uberprift werden. Die Wirksamkeit der
RNAi kann durch eine Vielzahl an Tests nach der Einfiihrung der dsRNAs bewertet werden. Diese umfassen
Western-Blot-Analyse unter Verwendung von Antikdrpern, welche das POSH-Genprodukt nach ausreichender
Zeit fur den Umsatz des endogenen Pools erkennen, nachdem die neue Proteinsynthese unterdriickt wird, Re-
verse Transkriptase Polymerase-Kettenreaktion und Northern-Blot-Analyse, um die Mengen von bestehender
POSH-Ziel-mRNA zu bestimmen.

[0180] Weitere Zusammensetzungen, Verfahren und Anwendungen von RNAi-Technologie werden in den
U.S. Patentanmeldungsnummern 6.278.039, 5.723.750 und 5.244.805 bereitgestellt.

32/124



DE 602 20 621 T2 2008.03.06

[0181] Ribozymmolekile, die entworfen wurden, um POSH-mRNA-Transkripte katalytisch zu spalten, kon-
nen auch verwendet werden, um die Translation der Test-POSH-mRNA und/oder die Expression von POSH
zu verhindern (siehe z.B. PCT Internationale Veroffentlichung WO90/11364, verdffentlicht am 4. Oktober 1990;
Sarver et al. (1990) Science 247:1222-1225 und U.S. Patentnummer 5.093.246).

[0182] Ribozyme sind enzymatische RNA-Molekiile, die im Stande sind die spezifische Spaltung von RNA zu
katalysieren. (Fur eine Zusammenfassung siehe Rossi (1994) Current Biology 4: 469-471). Die Mechanismen
der Ribozymwirkung umfassen sequenzspezifische Hybridisierung des Ribozym-Molekils mit komplementa-
rer Ziel-RNA, gefolgt durch ein endonucleolytisches Spaltungsereignis. Die Zusammensetzung der Ribozym-
molekiile umfasst vorzugsweise eine oder mehrere Sequenzen, die komplementéar zu einer POSH mRNA sind
und der gut bekannten katalytischen Sequenz, die fir mMRNA-Spaltung verantwortlich ist oder einer funktionell
aquivalenten Sequenz (siehe z.B. U.S. Patentnummer 5.093.246).

[0183] Wahrend Ribozyme, die mMRNA an ortsspezifischen Erkennungssequenzen spalten, verwendet wer-
den kdnnen, um Ziel-mRNAs zu zerstoéren, wird die Verwendung von Hammerkopf-Ribozymen bevorzugt.
Hammerkopf-Ribozyme spalten mRNAs an Stellen, die durch flankierende Regionen vorgeschrieben werden,
die komplementére Rasenpaare mit der Ziel-mRNA bilden. Vorzugsweise hat die Ziel-mRNA die folgende Se-
quenz von zwei Basen: 5'-UG-3'. Die Konstruktion und Produktion von Hammerkopf-Ribozymen ist im Fach-
gebiet gut bekannt und wird in Haseloff und Gerlach genauer beschrieben ((1988) Nature 334:585-591; und
siehe PCT Anmeldungsnummer W089/05852). Hammerkopf Ribozymsequenzen kénnen in eine stabile RNA,
wie zum Beispiel eine Transfer-RNA (tRNA) eingebettet sein, um die Spaltungseffizienz in vivo zu erhéhen
(Perriman et al. (1995) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 92: 6175-79; de Feyter, und Gaudron, Methods in Molecular
Biology, Bd. 74, Kapitel 43, ,Expressing Ribozymes in Plants", herausgegeben von Turner, P.C, Humana Press
Inc., Totowa, N.J.). Insbesondere ist die RNA-Polymerase Il vermittelte Expression von tRNA-Fusions-Ribo-
zymen im Fachgebiet gut bekannt (siehe Kawasaki et al. (1998) Nature 393: 284-9; Kuwabara et al. (1998)
Nature Biotechnol. 16: 961-5; und Kuwabara et al. (1998) Mol. Cell 2: 617-27; Koseki et al. (1999) J Virol 73:
1868-77; Kuwabara et al. (1999) Proc Natl Acad Sci USA 96: 1886-91; Tanabe et al. (2000) Nature 406:
473-4). Es gibt Ublicherweise etliche mogliche Hammerkopf Ribozym-Spaltungsstellen innerhalb einer be-
stimmten Ziel-cDNA-Sequenz. Vorzugsweise wird das Ribozym so erzeugt, dass die Spaltungs-Erkennungs-
stelle nahe dem 5'-Ende der Ziel-mRNA liegt, um die Wirksamkeit zu erhéhen und die intrazellulare Anhaufung
von nicht-funktionellen mRNA-Transkripten zu minimieren. Darlber hinaus wirde die Verwendung von jeder
Spaltungs-Erkennungsstelle, die in der Zielsequenz liegt, welche unterschiedliche Teile der C-terminalen Ami-
nosauredomane von zum Beispiel langen oder kurzen Formen des Ziels codiert, das selektive Abzielen auf
eine oder mehrere Formen des Ziels ermdglichen und daher einen selektiven Effekt auf eine Form des
Ziel-Genprodukts haben.

[0184] Auf Gene abzielende Ribozyme enthalten notwendigerweise eine Hybridisierungsregion, die komple-
mentar zu zwei Regionen von mindestens 5 und vorzugsweise jeweils 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17,
18, 19 oder 20 fortlaufenden Nucleotiden in der Lange von einer POSH mRNA sind, wie zum Beispiel einer
mRNA einer Sequenz, die in jeder der SEQ ID NOs: 1, 3, 4, 6, 8 oder 10 dargestellt ist. Aulerdem besitzen
Ribozyme hoch spezifische Endoribonucleaseaktivitat, die autokatalytisch die Ziel-Sense-mRNA spaltet. Die
vorliegende Erfindung erstreckt sich auf Ribozyme, die mit einer Sense-mRNA hybridisieren, die ein
POSH-Gen, wie zum Beispiel ein therapeutisches Arzneistoff-Zielkandidatengen codieren, und dadurch an die
Sense-mRNA hybridisieren und sie spalten, sodass sie nicht langer im Stande ist transkribiert zu werden, um
ein funktionelles Polypeptidprodukt zu synthetisieren.

[0185] Die Ribozyme der vorliegenden Erfindung umfassen auch RNA-Endoribonucleasen (nachstehend
,Cech-artige Ribozyme"), wie zum Beispiel das eine, das naturlich in Tetrahymena thermophila vorkommt (be-
kannt als die IVS oder L-19 IVS-RNA) und das von Thomas Cech und Mitarbeitern ausfihrlich beschrieben
worden ist (Zaug, et al. (1984) Science 224:574-578; Zaug, et al. (1986) Science 231:470-475; Zaug, et al.
(1986) Nature 324:429-433; verdffentlichte Internationale Patentanmeldungsnummer WO88/04300 durch
Unitversity Patents Inc.; Been, et al. (1986) Cell 47:207-216). Die Cech-artigen Ribozyme weisen eine
acht-Rasenpaare aktive Stelle auf, die an eine Ziel-RNA-Sequenz hybridisiert, wonach die Spaltung der
Ziel-RNA stattfindet. Die Erfindung umfasst jene Cech-artigen Ribozyme, die auf Sequenzen mit einer aktiven
Stelle von acht-Rasenpaare Lange abzielen, die in einem Zielgen oder einer Nucleinsduresequenz vorhanden
sind.

[0186] Ribozyme kdnnen aus modifizierten Oligonucleotiden bestehen (z.B. zur verbesserten Stabilitat, Tar-

geting usw.) und sollten an Zellen verabreicht werden, welche das Zielgen in vivo exprimieren. Ein Verabrei-
chungsverfahren umfasst die Verwendung eines DNA-Konstruktes, welches das Ribozym unter der Kontrolle
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eines starken konstitutiven Pol Ill oder Pol II-Promotors ,codiert", sodass transfizierte Zellen ausreichende
Mengen des Ribozyms produzieren werden, um die endogenen Zielbotschaften zu zerstéren und die Transla-
tion zu hemmen. Da Ribozyme im Gegensatz zu Antisense-Molekulen katalytisch sind, wird eine niedrigere
intrazellulare Konzentration fir die Effizienz bendtigt.

[0187] In bestimmten Ausflihrungsformen kann ein Ribozym entworfen werden, indem zuerst ein Sequenzteil
identifiziert wird, der ausreichend ist, um einen wirkungsvollen Knockdown durch RNAi zu bewirken. Der glei-
che Sequenzteil kann dann in ein Ribozym aufgenommen werden. In diesem Aspekt der Erfindung sind die auf
das Gen abzielenden Teile des Ribozyms oder der RNAi im Wesentlichen die gleiche Sequenz von mindestens
5 und vorzugsweise 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 oder 20 oder mehr fortlaufende Nucleotide
einer POSH-Nucleinsaure, wie zum Beispiel einer Nucleinsaure von irgendeiner der SEQ ID NOs: 1, 3,4, 6, 8
oder 10. In einer langen Ziel-RNA-Kette sind erhebliche Zahlen an Zielstellen nicht fiir das Ribozym erreichbar,
da sie innerhalb der sekundaren oder tertidren Strukturen versteckt sind (Birikh et al. (1997) Eur J Biochem
245: 1-16). Um das Problem der Ziel-RNA-Erreichbarkeit zu I6sen, werden Ublicherweise Computererzeugte
Vorhersagen der Sekundarstruktur verwendet, um Ziele zu identifizieren, die am wahrscheinlichsten einzel-
strangig vorliegen, oder eine ,offene" Konfiguration aufweisen (siehe Jaeger et al. (1989) Methods Enzymol
183:281-306). Andere Ansatze nltzen einen systematischen Ansatz, zur Vorhersage von Sekundarstrukturen,
welcher die Bewertung einer groflen Zahl von hybridisierenden Kandidaten-Oligonucleotidmolekiilen ein-
schlief3t (siehe Milner et al. (1997) Nat Biotechnol 15: 537—41; und Patzel und Sczakiel (1998) Nat Biotechnol
16:64-8). AuBerdem beschreibt U.S. Patentnummer 6.251.588 Verfahren zur Evaluierung von Oligonucleotid-
sonden-Sequenzen, um die Moglichkeit zur Hybridisierung einer Nucleinsdure-Zielsequenz vorherzusagen.
Das Verfahren der Erfindung stellt die Verwendung von solchen Verfahren bereit, um bevorzugte Segmente an
Ziel-mRNA-Sequenzen auszuwahlen, von denen vorhergesagt wird, dass sie einzelstrangig sind und ferner
die passende Verwendung der gleichen oder im Wesentlichen identischen Ziel-mRNA-Sequenz, die vorzugs-
weise etwa 10-20 aufeinander folgende Nucleotide der Ziel-mRNA umfasst, sowohl im Entwurf der RNAI-Oli-
gonucieotide, als auch der Ribozyme der Erfindung.

[0188] Ein weiterer Aspekt der Erfindung betrifft die Verwendung der isolierten ,Antisense" Nucleinsauren, zur
Hemmung der Expression, z.B. durch Hemmung der Transkription und/oder Translation einer Test-POSH-Nu-
cleinsaure. Die Antisense-Nucleinsauren kénnen an das moégliche Arzneistoffziel durch herkémmliche Rasen-
paar-Komplementaritat oder zum Beispiel im Falle der Bindung an DNA-Duplexe, durch spezifische Interakti-
onen in der Hauptgrube der Doppelhelix binden. Im Allgemeinen beziehen sich diese Verfahren auf den Be-
reich an Techniken, die im Allgemeinen im Fachgebiet eingesetzt werden und umfassen alle Verfahren, die sich
auf spezifische Bindung an Oligonucleotidsequenzen stitzen.

[0189] Ein Antisense-Konstrukt der vorliegenden Erfindung kann zum Beispiel als ein Expressionsplasmid
verabreicht werden, welches, wenn es in der Zelle transkribiert wird, RNA erzeugt, die komplementar zu min-
destens einem einmaligen Teil der zellularen mRNA ist, die ein POSH-Polypeptid codiert. Alternativ ist das An-
tisense-Konstrukt eine Oligonucleotidsonde, die ex vivo erzeugt wird und die, wenn sie in die Zelle eingefiihrt
wird, Hemmung der Expression durch Hybridisierung der mRNA und/oder der genomischen Sequenzen einer
POSH-Nucleinsaure verursacht. Solche Oligonucleotidsonden sind vorzugsweise modifizierte Oligonucleoti-
de, die resistent gegen endogene Nucleasen sind, z.B. Exonucleasen und/oder Endonucleasen sind und daher
in vivo stabil sind. Beispielhafte Nucleinsduremolekiile zur Verwendung als Antisense Oligonucleotide sind
Phosphoramidat, Phosphothioat und Methylphosphonat-Analoge der DNA (siehe auch U.S. Patente
5.176.996; 5.264.564; und 5.256.775). Aullerdem sind allgemeine Ansatze zur Konstruktion von Oligomeren
zusammengefasst worden, die in der Antisense-Therapie nitzlich sind, zum Beispiel von Van der Krol et al.
(1988) BioTechniques 6:958-976; und Stein et al. (1988) Cancer Res 48:2659-2668.

[0190] Hinsichtlich Antisense-DNA werden Oligodesoxyribonucleotide bevorzugt, die aus der Translations-In-
itiationsstelle, z.B. zwischen den —10 und +10-Regionen des POSH-Gens stammen. Antisense-Ansatze um-
fassen den Entwurf von Oligonucleotiden (entweder DNA oder RNA), die komplementar zu mRNA sind, die
das POSH-Polypeptid codiert. Die Antisense-Oligonucleotide werden an die mMRNA-Transkripte binden und die
Translation verhindern. Absolute Komplementaritat wird, obwohl bevorzugt, nicht bendétigt. Im Falle von dop-
pelstrangigen Antisense-Nucleinsauren, kann daher ein Einzelstrang der Duplex-DNA untersucht werden oder
Triplex-Bildung kann getestet werden. Die Fahigkeit zu hybridisieren wird sowohl vom Komplementaritatsgrad
als auch der Lange der Antisense-Nucleinsaure abhangen. Im Aligemeinen gilt, je langer die hybridisierende
Nucleinsaure, desto mehr Fehlpaarungen kann sie mit einer RNA enthalten und noch immer eine stabile Du-
plex (oder Triplex, wie auch immer der Fall liegt) bilden. Ein Fachmann kann unter Verwendung von Standard-
verfahren einen tolerierbaren Grad an Fehlpaarung sicherstellen, um den Schmelzpunkt des hybridisierten
Komplexes zu bestimmen.
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[0191] Oligonucleotide, die zum 5'-Ende der mRNA komplementar sind, z.B. der 5' nicht-translatierten Se-
quenz bis zu und einschliellich dem AUG-Initiationscodon, sollten bei der Hemmung der Translation effizienter
wirken. Von Sequenzen, die komplementar zu den 3' nicht-translatierten Sequenzen der mRNAs sind, ist je-
doch vor kurzem gezeigt worden, dass sie auch bei der Hemmung der Translation von mRNAs effektiv sind
(Wagner, R. 1994, Nature 372:333). In einem Antisense-Ansatz zur Hemmung der Translation von dieser
mRNA kénnten daher Oligdnucleotide verwendet werden, die komplementar zu entweder den 5' oder 3'
nicht-translatierten, nicht-codierenden Regionen des Gens sind. Oligonucleotide, die komplementar zu der 5'
nicht-translatierten Region der mRNA sind, sollten das Gegenstlick des AUG umfassen. Antisense-Oligonuc-
leotide, die komplementar zu mRNA-Codierungsregionen sind, sind weniger wirkungsvolle Translationsinhibi-
toren, kénnten aber auch in Ubereinstimmung mit der Erfindung verwendet werden. Ob sie nun entworfen wur-
den, um mit der 5', 3' oder der Codierungsregion der mRNA zu hybridisieren, Antisense-Nucleinsauren sollten
mindestens sechs Nucleotide lang sein und sind vorzugsweise weniger als etwa 100 und starker bevorzugt,
weniger als etwa 50, 25, 17 oder 10 Nucleotide lang.

[0192] Es wird bevorzugt, dass in vitro Studien zuerst durchgefihrt werden, um die Fahigkeit der Antisen-
se-Oligonucleotide zu quantifizieren, die Genexpression zu hemmen. Es wird bevorzugt, dass diese Studien
die Kontrollen nitzen, die zwischen Antisense-Genhemmung und unspezifischen biologischen Wirkungen von
Oligonucleotiden unterscheiden. Es wird auch bevorzugt, dass diese Studien die Mengen der Ziel-RNA oder
des -Proteins mit denen einer internen Kontroll-RNA oder eines -Proteins vergleichen. Ergebnisse, die unter
Verwendung des Antisense-Oligonucleotids erhalten werden, kdnnen mit jenen verglichen werden, die unter
Verwendung eines Kontroll-Oligonucleotids erhalten werden. Es wird bevorzugt, dass das Kontroll-Oligonuc-
leotid ungefahr die gleiche Lange wie das Test-Oligonucleotid aufweist und dass sich die Nucleotidsequenz
des Oligonucleotids von der Antisense-Sequenz nicht mehr unterscheidet, als notwendig ist, um spezifische
Hybridisierung mit der Zielsequenz zu verhindern.

[0193] Die Antisense-Oligonucleotide kdnnen DNA oder RNA oder chimare Gemische oder Derivate oder
modifizierte Versionen davon sein, einzelstrangig oder doppelstrangig. Die Oligonucleotide kénnen am Basen-
rest, Zuckerrest oder am Phosphatgrundgerist modifiziert sein, zum Beispiel, um die Stabilitat des Molekiils,
die Hybridisierung usw. zu verbessern. Das Oligonucleotid kann andere hinzugefiigte Gruppen, wie zum Bei-
spiel Peptide (z.B. zum Abzielen auf Wirtszellrezeptoren) umfassen, oder Mittel zur Erleichterung des Trans-
ports durch die Zellmembran (siehe z.B. Letsinger et al. 1989, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 86:6553-6556; Le-
maitre et al. 1987, Proc. Natl. Acad. Sci. 84:648-652; PCT Veréffentlichungsnummer WO88/09810, verdffent-
licht am 15. Dezember 1988) oder die Blut-Hirnschranke (siehe zum Beispiel PCT-Verdffentlichungsnummer
WO89/10134, verdffentlicht am 25. April 1988), durch Hybridisierung ausgeldste Spaltungsmittel. (Siehe z.B.
Krol et al., 1988, BioTechniques 6:958-976) oder Intercalierende Mittel. (Siehe z.B. Zon, 1988, Pharm. Res.
5:539-549). Zu diesem Zweck kann das Oligonucleotid mit einem anderen Molekul verbunden sein, z.B. einem
Peptid, einem durch Hybridisierung ausgeldsten Vernetzungsmittel, Transportmittel, einem durch Hybridisie-
rung ausgeldsten Spaltungsmittel usw.

[0194] Das Antisense-Oligonucleotid kann mindestens einen modifizierten Basenrest umfassen, der aus der
Gruppe ausgewahlt wird, einschlieRlich aber nicht beschrankt auf 5-Fluoruracil, 5-Bromuracil, 5-Chloruracil,
5-loduracil, Hypoxanthin, Xantin, 4-Acetylcytosin, 5-(Carboxyhydroxytiethyl), Uracil, 5-Carboxymethylaminom-
ethyl-2-thiouridin, 5-Carboxymethylaminomethyluracil, Dihydrouracil, Beta-D-Galactosylqueosin, Inosin,
N6-Isopentenyladenin, 1-Methylguanin, 1-Methylinosin, 2,2-Dimethylguanin, 2-Methyladenin, 2-Methylguanin,
3-Methylcytosin, 5-Methylcytosin, N6-Adenin, 7-Methylguanin, 5-Methylaminomethyluracil, 5-Methoxyami-
nomethyl-2-thiouracil, Beta-D-Mannosylqueosin, 5'-Methoxycarboxymethyluracil, 5-Methoxyuracil, 2-Me-
thylthio-N6-isopentenyladenin, Uracil-5-oxyessigsaure (v), Wybutoxosin, Pseudouracil, Queosin, 2-Thiocyto-
sin, 5-Methyl-2-thiouracil, 2-Thiouracil, 4-Thiouracil, 5-Methyluracil, Uracil-5-oxyessigsauremethylester, Ura-
cil-5-oxyessigsaure (v), 5-Methyl-2-thiouracil, 3-(3-Amino-3-N-2-carboxypropyl)uracil, (acp3)w, und 2,6-Diami-
nopurin.

[0195] Das Antisense-Oligonucleotid kann auch mindestens einen modifizierten Zuckerrest enthalten, ausge-
wahlt aus der Gruppe einschlielich, aber nicht beschrankt auf Arabinose, 2-Fluoroarabinose, Xylulose und
Hexose.

[0196] Das Antisense-Oligonucleotid kann auch ein neutrales Peptid-ahnliches Grundgerist aufweisen. Sol-
che Molekiile werden als Peptid-Nucleinsaure (PNA)-Oligomere bezeichnet und werden z.B. in Perry-O'Keefe
et al. (1996) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 93:14670 und in Eglom et al. (1993) Nature 365:566 beschrieben.
Ein Vorteil von PNA-Oligomeren ist ihre Fahigkeit, aufgrund des neutralen Grundgerists der DNA im Wesent-
lichen unabhangig von der lonenstarke des Mediums, an komplementare DNA zu binden. In noch einer ande-
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ren Ausfiihrungsform umfasst das Antisense-Oligonucleotid mindestens ein modifiziertes Phosphat-Grundge-
rist, ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus einem Phosphorothioat, einem Phosphorodithioat, einem
Phosphoramidothioat, einem Phosphoramidat, einem Phosphordiamidat, einem Methylphosphonat, einem Al-
kyl-Phosphotriester und einem Formacetal oder Analog davon.

[0197] In noch einer weiteren Ausfihrungsform ist das Antisense-Oligonucleotid ein Alpha-anomerisches Oli-
gonucleotid. Ein alpha-anomeres Oligonucleotid bildet spezifische doppelstrangige Hybride mit komplementa-
rer RNA, in welcher, im Gegensatz zur Ublichen antiparallelen Richtung, die Stradnge parallel zueinander ver-
laufen (Gautier et al., 1987, Nucl. Acids Res. 15:6625-6641). Das Oligonucleotid ist ein 2'-O-Methylribonucle-
otid (Inoue et al., 1987, Nucl. Acids Res. 15:6131-6148), oder ein chimares RNA-DNA-Analog (Inoue et al.,
1987, FERS Lett. 215:327-330).

[0198] Wahrend Antisense-Nucleotide, die komplementar zur Codierungsregion einer POSH-mRNA-Se-
quenz sind, verwendet werden kénnen, kdnnen auch jene verwendet werden, die komplementar zur transkri-
bierten nicht-translatierten Region sind.

[0199] In bestimmten Fallen kann es schwierig sein die intrazelluldren Konzentrationen von Antisense zu er-
zielen, die ausreichen, um die Translation von endogenen mRNAs zu unterdriicken. Daher beniitzt ein bevor-
zugter Ansatz ein rekombinantes DNA-Konstrukt in welchem das Antisense-Oligonucleotid unter die Kontrolle
des starken Pol IlI- oder Pol II-Promotors gestellt wird. Die Verwendung eines solchen Konstrukts zur Trans-
fektion von Zielzellen wird in der Transkription von ausreichenden Mengen an einzelstrangigen RNAs resultie-
ren, die komplementare Basenpaare mit dem endogenen mdéglichen Arzneistoff-Zieltranskript bilden werden
und dadurch die Translation verhindern. Zum Beispiel kann ein Vektor so eingefiihrt werden, dass er durch eine
Zelle aufgenommen wird und die Transkription einer Antisense-RNA lenkt. Ein solcher Vektor kann episomal
bleiben oder chromosomal integriert werden, solange er transkribiert werden kann, um die gewlinschte Anti-
sense-RNA herzustellen. Solche Vektoren kdnnen durch rekombinante DNA-Technologieverfahren konstruiert
werden, die im Fachgebiet Standard sind. Vektoren kdnnen Plasmide, viral oder andere im Fachgebiet bekann-
te sein, die fur Replikation und Expression in Saugerzellen verwendet werden. Die Expression der Sequenz,
welche die Antisense-RNA codiert, kann durch irgendeinen im Fachgebiet bekannten Promotor stattfinden, um
in Sdugern, vorzugsweise in menschlichen Zellen zu wirken. Solche Promotoren kénnen induzierbar oder kon-
stitutiv sein. Solche Promotoren umfassen, sind aber nicht beschrankt auf: die SV40 frihe Promotorregion
(Bernoist und Chambon, 1981, Nature 290:304-310), der Promotor, der in der langen 3'-terminalen Wiederho-
lung des Rous Sarcoma Virus enthalten ist (Yamamoto et al., 1980, Cell 22:787-797), der Herpes Thymidinki-
nase-Promotor (Wagner et al., 1981, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 78:1441-1445), die regulatorischen Sequen-
zen des Metallothioneingens (Brinster et al., 1982, Nature 269:39-42), usw. Jede Art von Plasmid, Cosmid,
YAC oder viraler Vektor kann verwendet werden, um das rekombinante DNA-Konstrukt zu erzeugen, das direkt
in die Gewebestelle eingefiihrt werden kann.

[0200] Alternativ kann die POSH-Genexpression durch Abzielen auf Desoxyribonucleotidsequenzen, die
komplementar zur regulatorischen Region des Gens sind, reduziert werden (d.h. dem Promotor und/oder En-
hancern), um dreifachhelikale Strukturen zu bilden, welche die Transkription des Gens in einer Zielzelle im Kor-
per verhindern. (Siehe allgemein, Helene, C. 1991, Anticancer Drug Res., 6(6):569-84; Helene, C. et al., 1992,
Ann. N.Y. Acad. Sci., 660:27-36; und Maher, L.J., 1992, Bioassays 14(12):807-15).

[0201] Nucleinsauremolekiile, die bei der Tripelhelixbildung zur Hemmung der Transkription verwendet wer-
den sollen, sind vorzugsweise einzelstrangig und bestehen aus Desoxyribonucleotiden. Die Basenzusammen-
setzung dieser Oligonucleotide sollte Tripelhelixbildung Gber die Hoogsteen Basenpaarungsregeln férdern, die
im Allgemeinen benétigen, dass betrachtliche Abschnitte von entweder Purinen oder Pyrimidinen in einem
Strang eines Duplex vorhanden sind. Nucleotidsequenzen kénnen auf Pyrimidin basieren und werden in TAT
und CGC-Triplets uber die drei assoziierten Strange der daraus resultierenden Triplehelix resultieren. Die Py-
rimidin-reichen Molekule stellen Basenkomplementaritat zu einer Purin-reichen Region eines Einzelstrangs ei-
nes Duplex in einer parallelen Orientierung zu diesem Strang bereit. AuBerdem kénnen Nucleinsduremolekdle
ausgewahlt werden, die Purin-reich sind, zum Beispiel einen Abschnitt an G-Resten enthalten. Diese Molekiile
werden eine Tripelhelix mit einem DNA-Duplex bilden, die reich an GC-Paaren ist, in welcher die Mehrzahl der
Purinreste auf einem Einzelstrang der Duplex liegt, auf die abgezielt wird, was in CGC-Triplets Uber die drei
Strange in der Triplex resultiert.

[0202] Alternativ kdnnen die moglichen POSH-Sequenzen, die fir Tripel-Helixbildung ausgewahlt werden

kénnen, durch die Bildung eines sogenannten ,Switchback"-Nucleinsduremolekiils erhéht werden. Switch-
back-Molekile werden in einer alternierenden 5'-3', 3'-5'-Weise synthetisiert, sodass sie mit dem ersten Strang
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einer Duplex Rasenpaar bilden und dann mit dem anderen, wodurch es nicht mehr notwendig ist, dass ein be-
trachtlicher Abschnitt von entweder Purinen oder Pyrimidinen auf einem Strang der Duplex vorhanden ist.

[0203] Auch offenbart wird die Verwendung von DNA-Enzymen zur Hemmung der Expression des
POSH-Gens. DNA-Enzyme beinhalten manche der mechanistischen Kennzeichen von sowohl der Antisense-
als auch Ribozym-Technologien. DNA-Enzyme werden so entworfen, dass sie eine bestimmte Nucleinsau-
re-Zielsequenz erkennen, sehr ahnlich einem Antisense-Oligonucleotid, sie sind jedoch, sehr ahnlich einem
Ribozym, katalytisch und spalten die Zielnucleinsaure spezifisch.

[0204] Es gibt gegenwartig zwei grundlegende Arten von DNA-Enzymen und beide davon werden durch San-
toro und Joyce identifiziert (siehe zum Beispiel U.S. Patentnummer 6110462). Das 10-23-DNA-Enzym umfasst
eine Schlaufenstruktur, die zwei Arme verbindet. Die beiden Arme stellen Spezifitdt bereit, indem sie die spe-
ziellen Nucleinsaure-Zielsequenzen erkennen, wahrend die Schlaufenstruktur die katalytische Funktion unter
physiologischen Bedingungen bereitstellt.

[0205] Um ein ideales DNA-Enzym zu entwerfen, das eine Zielnucleinsaure spezifisch erkennt und spaltet,
muss ein Fachmann die einzigartige Zielsequenz zuerst identifizieren. Das kann unter Verwendung des glei-
chen Ansatzes durchgefiihrt werden, wie fir Antisense-Oligonucleotide umrissen wird. Vorzugsweise ist die
einzigartige oder wesentliche Sequenz G/C-reich und ungefahr 18 bis 22 Nucleotide lang. Hoher G/C-Gehalt
hilft eine starkere Interaktion zwischen dem DNA-Enzym und der Zielsequenz zu sichern.

[0206] Beim Synthetisieren des DNA-Enzyms wird die spezifische Antisense-Erkennungssequenz, die das
Enzym zur Nachricht leiten wird, so geteilt, dass sie zwei Arme des DNA-Enzyms umfasst und die DNA-En-
zymschlaufe zwischen die beiden spezifischen Arme gelegt wird.

[0207] Verfahren der Herstellung und Verabreichung von DNA-Enzymen kénnen zum Beispiel in US 6110462
gefunden werden. Ahnliche Verfahren zur Verabreichung von DNA-Ribozymen in vitro oder in vivo umfassen
Verfahren zur Verabreichung eines RNA-Ribozyms, wie vorstehend genau beschrieben. AulRerdem wird ein
Fachmann erkennen, dass DNA-Enzyme, wie Antisense-Oligonucleotide, wahlweise modifiziert werden kon-
nen, um die Stabilitdt zu verbessern und die Abbauresistenz zu verbessern.

[0208] Antisense-RNA und -DNA, Ribozym, RNAi und Triele-Helixmolekile der Erfindung kénnen durch ir-
gendein im Fachgebiet bekanntes Verfahren zur Synthese von DNA und RNA-Molekiilen hergestellt werden.
Diese umfassen Techniken flr die chemische Synthese von Oligodesoxyribonucleotiden und Oligoribonucleo-
tiden, die im Fachgebiet gut bekannt sind, wie zum Beispiel chemische Festphasen-Phosphoramidit-Synthese.
Alternativ kbnnen RNA-Molekiile durch in vitro und in vivo Transkription von DNA-Sequenzen erzeugt werden,
welche die Antisense-RNA-Molekile codieren. Solche DNA-Sequenzen kdnnen in eine groRe Vielzahl an Vek-
toren eingebaut werden, die geeignete RNA-Polymerasepromotoren, wie zum Beispiel die T7 oder SP6-Poly-
merase-Promotoren beinhalten. Alternativ kbnnen Antisense-cDNA-Konstrukte, die Antisense-RNA konstitutiv
oder induzierbar synthetisieren, abhangig vom verwendeten Promotor, stabil in Zelllinien eingebaut werden.
Daruber hinaus kénnen verschiedene gut bekannte Modifikationen fir Nucleinsduremolekile zur Erhdhung der
intrazellularen Stabilitdt und der Halbwertszeit eingefiihrt werden. Mdgliche Modifikationen umfassen, sind
aber nicht limitiert auf das Hinzufligen von flankierenden Sequenzen von Ribonucleotiden oder Desoxyribonu-
cleotiden an die 5' und/oder 3'-Enden des Molekdls oder der Verwendung von Phosphorothioat oder 2' O-Me-
thyl eher als eine Phosphodisterase-Verbindung innerhalb des Oligodesoxyribonucleotid-Grundgerists.

9. Arzneistoff-Screeningtests

[0209] In bestimmten Aspekten stellt die vorliegende Erfindung auch Tests zur Identifizierung von therapeuti-
schen Mitteln bereit, welche die POSH-Funktion entweder stéren oder sie fordern. In bestimmten Ausflihrungs-
formen sind Mittel der Erfindung antivirale Mittel, die wahlweise die virale Reifung stéren und vorzugsweise, ist
das Virus ein Retrovirus, Rhabdovirus oder Filovirus. In bestimmten bevorzugten Ausfiihrungsformen stort ein
antivirales Mittel die katalytische Ubiquitin-Ligaseaktivitat von POSH (z.B. POSH Auto-Ubiquitinierung oder
Ubertragung auf ein Zielprotein). In bestimmten bevorzugten Ausfiihrungsformen stort ein antivirales Mittel die
Interaktion zwischen POSH und einem Zielpolypeptid, zum Beispiel kann ein antivirales Mittel die Interaktion
zwischen einem SH3-Teil oder einem POSH-Polypeptid und einem Gag-Polypeptid des Virus stéren oder irre-
versibel machen. In weiteren Ausfiihrungsformen sind die Mittel der Erfindung anti-apoptotische Mittel, die
wahlweise die JNK- und/oder das NF-kB-Signallibertragung stéren. In noch zusatzlichen Ausfiihrungsformen
stéren Mittel der Erfindung die Signallibertragung einer GTPase, wie zum Beispiel Rac oder Ras, indem sie
wahlweise die Interaktion zwischen einem POSH-Polypeptid und einem Rac-Protein stéren. In bestimmten
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Ausfuhrungsformen modulieren die Mittel der Erfindung die Ubiquitin-Ligaseaktivitdt von POSH und kénnen
verwendet werden, um bestimmte Erkrankungen zu behandeln, die mit der Ubiquitin-Ligaseaktivitat in Zusam-
menhang stehen.

[0210] In bestimmten Ausfuhrungsformen stellt die Erfindung Tests bereit, um Mittel zu identifizieren, optimie-
ren oder sonst zu bewerten, die eine Ubiquitin-verwandte Aktivitat von einem POSH-Polypeptid erhéhen oder
vermindern. Ubiquitin-verwandte Aktivitadten von POSH-Polypeptiden konnen die Selbst-Ubiquitinierungs-Akti-
vitdt von einem POSH-Polypeptid umfassen, die im Allgemeinen die Ubertragung von Ubiquitin von einem
E2-Enzym auf das POSH-Polypeptid betreffen und die Ubiquitinierung von einem Zielprotein, das im Allgemei-
nen die Ubertragung eines Ubiquitins aus einem POSH-Polypeptid auf das Zielprotein betrifft. In bestimmten
Ausfuhrungsformen wird eine POSH-Aktivitat zumindest teilweise durch eine POSH-RING-Domane vermittelt.

[0211] In bestimmten Ausflihrungsformen umfasst ein Test die Bildung eines Gemisch, das ein POSH-Poly-
peptid oder ein Fragment davon umfasst, wobei sowohl das POSH-Polypeptid als auch die Fragmente durch
Nucleinsauren codiert werden, die an menschliche POSH-DNA der SEQ ID NO: 1 hybridisieren und Ubiqui-
tin-Ligaseaktivitat beibehalten, ein E2-Polypeptid und eine Quelle von Ubiquitin (die das E2-Polypeptid sein
kann, das schon vorher einen Komplex mit Ubiquitin gebildet hat). Wahlweise umfasst das Gemisch ein E1-Po-
lypeptid und wahlweise umfasst das Gemisch ein Ziel-Polypeptid. Zusatzliche Komponenten des Gemischs
kénnen ausgewahlt werden, um Bedingungen bereitzustellen, die mit der Ubiquitinierung des POSH-Polypep-
tis Ubereinstimmen. Ein oder mehrere einer Vielzahl von Parametern kann nachgewiesen werden, wie zum
Beispiel POSH-Ubiquitin-Konjugate, E2-Ubiquitin-Thioester, freies Ubiquitin und Ziel-Polypeptid-Ubiquitinkom-
plexe. Der Begriff ,nachweisen" wird hierin verwendet, um eine Bestimmung der Anwesenheit oder Abwesen-
heit des nachzuweisenden Gegenstandes zu umfassen (z.B. POSH-Ubiquitin, E2-Ubiquitin, usw.), eine quan-
titative Messung des nachzuweisenden Gegenstandes, oder einer mathematischen Berechnung, basierend
auf dem Nachweis von anderen Parametern, der Anwesenheit, Abwesenheit oder Menge des nachzuweisen-
den Gegenstandes. Der Begriff ,nachweisen" umfasst die Situation worin vom nachzuweisenden Gegenstand
bestimmt wird, ob er abwesend ist oder unter dem Sensitivitatsgrad liegt. Nachweis kann den Nachweis einer
Markierung (z.B. fluoreszierende Markierung, radioaktive Markierung, und andere nachstehend beschriebene)
umfassen, Aufldsung und ldentifizierung durch GrofRe (z.B. SDS-PAGE, Massen-Spektrometrie), Reinigung
und Nachweis und andere Verfahren, die im Hinblick auf diese Beschreibung einem Fachmann zur Verfligung
stehen werden. Zum Beispiel kann radioaktive Markierung durch Szintillationszahlung gemessen werden oder
durch Densitometrie nach dem Inkontaktbringen mit einer photographischen Emulsion, oder durch Verwen-
dung einer Vorrichtung, wie zum Beispiel einem Phosphorimager. Densitometrie kann ebenfalls verwendet
werden, um gebundenes Ubiquitin nach einer Reaktion mit einem Enzymmarkierungssubstrat zu messen, das
ein opakes Produkt erzeugt, wenn eine Enzymmarkierung verwendet wird. In einer bevorzugten Ausfiihrungs-
form umfasst ein Test den Nachweis des POSH-Ubiquitinkomplexes. In einem Screeningtest wird ein Testmittel
zu dem Gemisch hinzugefugt. Die (das) in einem Screeningtest nachgewiesene(n) Parameter kann (kénnen)
mit einer geeigneten Referenz verglichen werden. Eine geeignete Referenz kann ein Test sein, der vorher,
gleichzeitig oder spater durchgefiuihrt wurde, der das Testmittel vermeidet. Eine geeignete Referenz kann auch
ein Durchschnitt von friilheren Messungen in der Abwesenheit des Testmittels sein.

[0212] In bestimmten Ausfiihrungsformen umfasst ein Test das Bilden eines Gemisches, umfassend ein
POSH-Polypeptid, ein Ziel-Polypeptid und eine Quelle an Ubiquitin (die das POSH-Polypeptid darstellen kann,
das vorher mit Ubiquitin einen Komplex eingegangen ist). Wahlweise umfasst das Gemisch ein E1 und/oder
E2-Polypeptid und wahlweise umfasst das Gemisch einen E2-Ubiquitinkomplex. Zusatzliche Komponenten
des Gemischs kénnen ausgewahlt werden, um Bedingungen bereitzustellen, die mit der Ubiquitinierung des
Ziel-Polypeptids ubereinstimmen. Ein oder mehrere einer Vielzahl von Parametern kann nachgewiesen wer-
den, wie zum Beispiel POSH-Ubiquitin-Komplexe und Ziel-Polypeptid-Ubiquitin-Komplexe. In einer bevorzug-
ten Ausfihrungsform umfasst ein Test den Nachweis eines Ziel-Polypeptid-Ubiquitin-Komplexes. In einem
Screeningtest wird ein Testmittel zu dem Gemisch hinzugefligt. Das (die) in einem Screeningtest nachgewie-
sene(n) Parameter kann (k6nnen) mit einer geeigneten Referenz, wie vorstehend beschrieben, verglichen wer-
den. In bestimmten bevorzugten Ausfiihrungsformen setzt ein Screeningtest fiir ein antivirales Mittel ein Ziel-
polypeptid ein, das eine L-Domane umfasst und vorzugsweise eine HIV L-Domane.

[0213] In bestimmten Ausflihrungsformen wird ein Test in einem Hochdurchsatz-Format durchgefiihrt. Zum
Beispiel kann eine der Komponenten eines Gemischs an einem festen Substrat befestigt werden und eine oder
mehrere der anderen Komponenten ist markiert. Zum Beispiel kann das POSH-Polypeptid an einer Oberfla-
che, wie zum Beispiel einer Platte mit 96 Vertiefungen, befestigt werden und das Ubiquitin liegt in L6dsung und
markiert vor. Ein E2 und E1 ist auch in L6sung und die POSH-Ubiquitinkomplexbildung kann durch Waschen
der festen Oberflache gemessen werden, um nicht als Komplex vorliegendes, markiertes Ubiquitin zu entfer-
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nen und das Ubiquitin nachzuweisen, das gebunden bleibt. Andere Variationen kénnen verwendet werden.
Zum Beispiel kann die in Lésung vorliegende Ubiquitinmenge nachgewiesen werden. In bestimmten Ausfih-
rungsformen kann die Bildung von Ubiquitinkomplexen durch eine interaktive Technik gemessen werden, wie
zum Beispiel FREI, wobei ein Ubiquitin mit einem ersten Marker markiert ist und der gewlinschte Komplexpart-
ner (z.B. POSH-Polypeptid oder Ziel-Polypeptid) mit einer zweiten Markierung markiert ist, wobei der erste und
der zweite Marker interagieren, wenn sie sich nahe kommen, um ein verandertes Signal zu erzeugen. In FREI
sind die ersten und zweiten Marker Fluorophore. FREI wird nachstehend naher beschrieben. Die Bildung von
Polyubiquitin-Komplexen kann durch Mischen von zwei oder mehreren Pools an unterschiedlich markiertem
Ubiquitin durchgefiihrt werden, das nach der Bildung eines Polyubiquitins interagiert (siehe z.B. US. Patent-
veroffentlichung 20020042083). Hochdurchsatz kann durch Ausflihren eines interaktiven Tests, wie zum Bei-
spiel FREI, auch in Ldsung erzielt werden. Wenn ein Polypeptid in dem Gemisch, so wie das POSH-Polypeptid
oder Ziel-Polypeptid, leicht zu reinigen ist (z.B. mit einem spezifischen Antikdrper oder Uber ein Tag wie zum
Beispiel Biotin, FLAG, Polyhistidin, usw.), kann die Reaktion auRerdem in Lésung durchgefihrt werden und
das Polypeptid mit dem Tag schnell, gemeinsam mit irgendwelchen Polypeptiden, wie zum Beispiel Ubiquitin
isoliert werden, die mit dem Polypeptid mit tag in Zusammenhang stehen. Proteine kénnen auch durch den
Nachweis mittels SDS-PAGE aufgeldst werden.

[0214] In bestimmten Ausflihrungsformen ist das Ubiquitin entweder direkt oder indirekt markiert. Das ermdg-
licht Gblicherweise einen leichten und schnellen Nachweis und Messung von ligiertem Ubiquitin, was den Test
fir Hochdurchsatz Screening-Anwendungen nutzlich macht. Wie vorstehend beschrieben kénnen bestimmte
Ausfuhrungsformen ein oder mehrere ,tagged" oder markierte Proteine einsetzen. Ein ,tag" soll Reste umfas-
sen, die eine schnelle Isolierung des Polypeptids mit tag erleichtern. Ein tag kann verwendet werden, um die
Anhaftung eines Polypeptids an einer Oberflache zu erleichtern. Eine Markierung soll Reste umfassen, welche
einen schnellen Nachweis des markierten Polypeptids ermdglichen. Bestimmte Reste kdnnen sowohl als eine
Markierung sowie auch als Tag verwendet werden (z.B. Epitop-Tags, die leicht zu reinigen sind und mit einem
gut-charakterisierten Antikérper nachgewiesen werden). Biotinylierung von Polypeptiden ist gut bekannt, zum
Beispiel sind etliche Biotinylierungsmittel bekannt, einschlief3lich Amin-reaktiven und Thiol-reaktiven Mitteln fir
die Biotinylierung von Proteinen, Nucleinsduren, Kohlenhydraten, Carbonsauren; siehe Kapitel 4, Molecular
Probes Catalog, Haugland, 6. Auflage, 1996. Ein biotinyliertes Substrat kann an eine biotinylierte Komponente
Uber Avidin oder Streptavidin angeheftet werden. Auf dhnliche Weise ist auch eine grofe Zahl an haptenylie-
renden Reagenzien bekannt.

[0215] Ein ,E1"ist ein Ubiquitin-aktivierendes Enzym. In einer bevorzugten Ausfuhrungsform ist E1 im Stande
Ubiquitin an ein E2 zu Ubertragen. In einer bevorzugten Ausfiihrungsform bildet E1 eine hochenergetische Thi-
olesterbindung mit Ubiquitin und aktiviert dadurch Ubiquitin. Ein ,E2" ist ein Ubiquitin-Tragerenzym (das auch
als ein Ubiquitin-konjugierendes Enzym bekannt ist). In einer bevorzugten Ausfiihrungsform wird Ubiquitin von
E1 auf E2 Ubertragen. In einer bevorzugten Ausfihrungsform resultiert der Transfer in einer Thiolesterbindung,
die zwischen E2 und Ubiquitin gebildet wird. In einer bevorzugten Ausfihrungsform ist E2 im Stande Ubiquitin
auf ein POSH-Polypeptid zu tbertragen.

[0216] In einer alternativen Ausfiihrungsform wird ein POSH-Polypeptid, E2 oder Ziel-Polypeptid an eine Per-
le gebunden, wahlweise mit der Unterstitzung einer Markierung (,Tag"). Nach der Ligation kénnen die Perlen
von dem ungebundenen Ubiquitin abgetrennt und das gebundene Ubiquitin gemessen werden. In einer bevor-
zugten Ausfihrungsform ist das POSH-Polypeptid an Perlen gebunden und die verwendete Zusammenset-
zung umfasst markiertes Ubiquitin. In dieser Ausfiihrungsform kénnen die Perlen mit gebundenem Ubiquitin
unter Verwendung einer Fluoreszenz-aktivierten Zellsortierungs (FACS) Maschine abgetrennt werden. Verfah-
ren fir eine solche Verwendung werden in der U.S. Patentanmeldung mit der Seriennummer 09/047.119 be-
schrieben. Die Menge an gemessenem Ubiquitin kann dann gemessen werden.

[0217] In einem Screeningtest kann die Wirkung eines Testmittels zum Beispiel bewertet werden, indem die
Wirkung des Testmittels auf Kinetiken, Ruhezustand und/oder Endpunkt der Reaktion bewertet wird.

[0218] Die Komponenten der verschiedenen Testgemische, die hierin bereitgestellt werden, kénnen in ver-
schiedenen Mengen vereinigt werden. In einer bevorzugten Ausfiihrungsform wird Ubiquitin (oder E2 im Kom-
plex mit Ubiquitin) bei einer Endkonzentration von 5 bis 200 ng pro 100 Mikroliter Reaktionslésung kombiniert.

[0219] Wahlweise wird E1 bei einer Endkonzentration von 1 bis 50 ng pro 100 pl Reaktionslésung verwendet.
Wahlweise wird E2 bei einer Endkonzentration von 10 bis 100 ng pro 100 pl Reaktionslésung kombiniert, star-
ker bevorzugt 10-50 ng pro 100 pl Reaktionslésung. In einer bevorzugten Ausfuhrungsform wird das
POSH-Polypeptid bei einer Endkonzentration von 1 ng bis 500 ng pro 100 pl Reaktionslésung kombiniert.
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[0220] Im Allgemeinen wird ein Testgemisch so erzeugt, dass es die Ubiquitin-Ligaseaktivitat und/oder Ubi-
quitinierungsaktivitat fordert. Im Allgemeinen werden das physiologische Bedingungen sein, wie zum Beispiel
50-200 mM Salz (z.B. NaCl, KCI), pH-Wert zwischen 5 und 9 und vorzugsweise zwischen 6 und 8. Solche Be-
dingungen kénnen durch Versuch und Irrtum optimiert werden. Inkubationen kénnen bei jeden Temperaturen
durchgefiihrt werden, welche die optimale Aktivitat erleichtern, tblicherweise zwischen 4 und 40 Grad Celsius.
Inkubationsperioden werden fir optimale Aktivitat ausgewahlt, kénnen aber auch optimiert werden, um schnel-
les Hochdurchsatz-Screening zu erleichtern. Ublicherweise werden zwischen 0,5 und 1,5 Stunden ausrei-
chend sein. Eine Vielzahl an anderen Reagenzien kann in die Zusammensetzungen aufgenommen werden.
Diese umfassen Reagenzien wie Salze, Lésungsmittel, Puffer, neutrale Proteine, z.B. Albumin, Detergentien,
usw., die verwendet werden kénnen, um die optimale Ubiquitinierungs-Enzymaktivitat zu erleichtern und/oder
unspezifische Hintergrunds-Interaktionen zu vermindern. Auch Reagenzien, die sonst die Wirksamkeit des
Tests verbessern, wie zum Beispiel Proteaseinhibitoren, Nucleaseinhibitoren, antimikrobielle Mittel usw., kdn-
nen verwendet werden. Diese Zusammensetzungen werden vorzugsweise auch Adenosintriphosphate (ATP)
umfassen. Das Komponentengemisch kann in jeder Reihenfolge hinzugefiigt werden, welche die Ubiquitin-Li-
gaseaktivitat fordert oder die Identifizierung von Wirkungen der Kandidatenmodulatoren optimiert. In einer al-
ternativen Ausfuhrungsform wird Ubiquitin in einer Reaktions-Pufferlésung bereitgestellt, gefolgt durch Hinzu-
figen der Ubiquitinierungsenzyme. In einer abwechselnden bevorzugten Ausfiihrungsform wird Ubiquitin in ei-
ner Reaktions-Pufferldsung bereitgestellt, ein Kandidatenmodulator wird dann hinzugefuigt, gefolgt vom Hinzu-
fugen der Ubiquitinierungsenzyme.

[0221] Im Allgemeinen kann ein Testmittel verwendet werden, das die POSH-Ubiquitin-verwandte Aktivitat
vermindert, um die POSH-Funktion in vivo zu hemmen, wahrend ein Testmittel, welches die POSH-Ubiqui-
tin-verwandte Aktivitat erhdht, verwendet werden kann, um die POSH-Funktion in vivo zu stimulieren. Das
Testmittel kann fir die Verwendung in vivo, z.B. durch Hinzufligen eines hydrophoben Restes, wie zum Beispiel
einem Ester, modifiziert werden.

[0222] Bestimmte Ausflihrungsformen der Erfindung betreffen Tests zur Identifizierung von Mitteln, die an ein
POSH-Polypepid von SEQ ID NO: 2 oder ein Fragment davon binden, umfassend mindestens 20 aufeinander-
folgende Aminosauren, wahlweise eine besondere Domane von POSH, wie zum Beispiel eine SH3 oder
RING-Domane. In bevorzugten Ausfihrungsformen ist ein POSH-Polypeptid ein Polypeptid umfassend die
vierte SH3-Doméane von hPOSH (SEQ ID NO: 30). Eine groRRe Vielzahl an Tests kann fir diesen Zweck ver-
wendet werden, einschliel3lich markierten in vitro Protein-Protein-Bindungstests, elektrophoretischen Mobili-
tatsverschiebungstests, Immuntests zur Proteinbindung und 8hnliches. Das gereinigte Protein kann auch zur
Bestimmung der dreidimensionalen Kristallstruktur verwendet werden, die fir intermolekulare Wechselwirkun-
gen verwendet werden kann und zum Entwerfen von Testmitteln. In einer Ausfihrungsform weist ein Testmittel
nach, welche die Interaktion von einem oder mehreren betreffenden POSH-Polypeptiden mit einem POSH-AP
hemmen. In einer anderen Ausfihrungsform weist der Test Mittel nach, welche die intrinsische biologische Ak-
tivitdt von einem POSH-Polypeptid oder einem POSH-Komplex modulieren, wie zum Beispiel enzymatische
Aktivitat, Bindung an andere zellulare Komponenten, zelluldre Kompartimentalisierung und ahnliches.

[0223] In einem Aspekt stellt die Erfindung Verfahren und Zusammensetzungen zur Identifizierung von Zu-
sammensetzungen bereit, welche die Funktion von POSH-Polypeptiden stéren. Aufgrund der Rolle der
POSH-Polypeptide in der viralen Produktion, sind Zusammensetzungen, welche die Bildung oder Stabilitat der
Protein-Protein-Interaktionen zwischen POSH-Polypeptiden und den Proteinen stéren, mit welchen sie intera-
gieren, wie zum Beispiel POSH-APs und insbesondere POSH-Komplexe, welche ein virales Protein umfassen,
Kandidaten-Pharmazeutika fir die Behandlung von viralen Infektionen.

[0224] Wahrend man nicht an den Mechanismus gebunden sein mdchte, wird postuliert, dass POSH-Poly-
peptide das Zusammenfliigen von Proteinkomplexen férdern, die bei der Freisetzung von Virionen wichtig sind.
Komplexe der Erfindung kénnen eine Kombination von einem POSH-Polypeptid und einem oder mehreren der
Folgenden umfassen: ein POSH-AP; ein POSH-Polypeptid (wie im Falle von einem POSH-Dimer, ein Hetero-
dimer von zwei unterschiedlichen POSH, Homomultimere und Heteromultimere); ein Gag, insbesondere ein
HIV-Gag; eine GTPase (z.B. Rac, Rac1, Rho, Ras); ein E2-Enzym; ein Cullin; ein Clathrin; AP-1, AP-2; ein
HSP70; ein HSP90, Brca1, Bard1, Nef, PAK1, PAK2, PAK-Familie, Vav, Cdc42, P13K (z.B. p85 oder p110),
Nedd4, src (src-Familie), Tsg101, VASP, RNB6, WASP, N-WASP und KIAA0674, ahnlich zu Spred-2, sowie
auch in bestimmten Ausfiihrungsformen Proteine, von welchen bekannt ist, dass sie mit Clathrinbeschichteten
Vesikeln und/oder Proteinen in Zusammenhang stehen, die am Protein-Sortierungsweg beteiligt sind.

[0225] Die durch ein POSH-Polypeptid gebildete Komplexart wird von den im Protein vorhandenen Domanen
abhangen. Wahrend sie nicht als limitierend gedacht sind, werden nachstehend beispielhafte Domanen von
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moglichen interagierenden Proteinen bereitgestellt. Von einer RING-Doméane wird erwartet, dass sie mit Culli-
nen, E2-Enzymen, AP-1, AP-2 und/oder einem Substrat fir die Ubiquitinierung interagiert (z.B. einem Protein
umfassend eine Gag L-Domane). Eine SH3-Domane kann mit einer Gag-L-Domane und anderen Proteinen
interagieren, welche das Sequenzmotiv P(T/S)AP, RXXP(T/S)AP, PXXDY, PXXP, PPXY oder RXXPXXP auf-
weisen, wie zum Beispiel eine HIV-Gag-Sequenz wie zum Beispiel RQGPKEPFR, PFRDY, PTAP und RPEP-
TAP.

[0226] In einem bevorzugten Test fur ein antivirales Mittel wird das Testmittel auf seine Fahigkeit bewertet die
Bildung eines Komplexes von einem POSH-Polypeptid (insbesondere einem, das die vierte SH3-Domane von
hPOSH enthalt — SEQ ID NO: 30) und einem Gag-Polypeptid (insbesondere einem Polypeptid, umfassend ei-
ner HIV-L-Domane) zu stéren oder zu hemmen. In einem bevorzugten Test fir ein anti-apoptotisches Mittel,
wird das Testmittel auf seine Fahigkeit Gberprtift die Bildung von einem Komplex eines POSH-Polypeptids und
einem Rac-Polypeptid, insbesondere einem menschlichen Rac-Polypeptid, wie zum Beispiel Rac1 zu stéren
oder zu hemmen.

[0227] Eine Vielzahl an Testformaten wird ausreichen und jene, die hierin nicht ausdrucklich beschrieben wer-
den, werden im Lichte der vorliegenden Offenbarung trotzdem von einem Fachmann verstanden werden. Test-
formate, die sich an solche Bedingungen wie Bildung von Proteinkomplexen, enzymatischer Aktivitat und so-
gar einer POSH-Polypeptid-vermittelten-Membran-Neuanordnung oder Vesikelbildungsaktivitdt annahern,
koénnen in vielen verschiedenen Formen erzeugt werden und umfassen Tests, die auf zellfreien Systemen ba-
sieren, z.B. gereinigten Proteinen oder Zelllysaten, sowie auch auf Zellen basierende Tests, die intakte Zellen
nutzen. Einfache Bindungstests kdnnen verwendet werden, um Mittel nachzuweisen, die an POSH binden.
Solche Bindungstests kdnnen auch Mittel identifizieren, die durch Stérung der Interaktion zwischen einem
POSH-Polypeptid und einem POSH-interagierenden Protein wirken, oder der Ubertragung von Ubiquitin auf
ein POSH-AP, oder indem die Bindung von einem POSH-Polypeptid oder Komplex auf ein Substrat gestort
wird. Mittel, die getestet werden sollen, kdbnnen zum Beispiel durch Bakterien, Hefe oder andere Organismen
(z.B. naturliche Produkte) hergestellt werden, chemisch produziert (z.B. durch kleine Molekiile, einschlief3lich
Peptidomimetika), oder rekombinant produziert werden. In einer bevorzugten Ausfihrungsform ist das Testmit-
tel ein kleines organisches Molekill, z.B. ein anderes als ein Peptid oder Oligonucleotid, das ein Molekularge-
wicht von weniger als etwa 2.000 Daltons aufweist.

[0228] In vielen Arzneistoff-Screeningprogrammen, welche die Banken an Verbindungen und natiirliche Ex-
trakte testen, sind Hochdurchsatz-Tests wiinschenswert, damit die Zahl der begutachteten Verbindungen in ei-
ner bestimmten Zeitdauer maximiert wird. Tests der vorliegenden Erfindung, die in zellfreien Systemen durch-
gefihrt werden, wie sie mit gereinigten oder halb-gereinigten Proteinen oder mit Lysaten entwickelt werden,
werden oft als ,primare" Screens bevorzugt, das sie erzeugt werden kénnen, um eine schnelle Entwicklung
und einen relativ leichten Nachweis einer Anderung im einem molekularen Ziel zu erlauben, das durch eine
Testverbindung vermittelt wird. Dartber hinaus kénnen die Wirkungen der zelluldren Toxizitét und/oder Biover-
fugbarkeit der Testverbindung im Allgemeinen im in vitro System ignoriert werden, der Test ist hingegen haupt-
séchlich auf die Wirkung des Arzneistoffes auf das molekulare Ziel gerichtet, wie in der Anderung der Bin-
dungsaffinitat mit anderen Proteinen oder Veranderungen in enzymatischen Eigenschaften des molekularen
Ziels offenkundig sein wird.

[0229] In bevorzugten in vitro Ausfuhrungsformen des vorliegenden Tests, umfasst ein rekonstituierter
POSH-Komplex ein rekonstituiertes Gemisch von mindestens halb-gereinigten Proteinen. Mit halb-gereinigt ist
gemeint, dass die im rekonstituierten Gemisch verwendeten Proteine vorher von anderen zellularen oder vira-
len Proteinen abgetrennt wurden. Im Gegensatz zu Zelllysaten sind die Proteine, die an der POSH-Komplex-
bildung beteiligt sind zum Beispiel im Gemisch mit mindestens 50% Reinheit, relativ zu allen anderen Proteinen
im Gemisch vorhanden und sind starker bevorzugt bei einer Reinheit von 90-95% vorhanden. In bestimmten
Ausfuhrungsformen des Testverfahrens, stammt das rekonstituierte Proteingemisch aus dem Mischen von
hochgereinigten Proteinen, sodass das rekonstituierte Gemisch im Wesentlichen frei von anderen Proteinen
ist (zum Beispiel von zellularem oder viralem Ursprung), was die Fahigkeit den POSH-Komplex-Zusammen-
bau und/oder Abbau stéren oder sie auf andere Weise andern kénnte.

[0230] Testen der POSH-Komplexe in der Anwesenheit oder Abwesenheit eines Kandidateninhibitors kann in
jedem Gefal} erzielt werden, das geeignet ist die Reaktionspartner zu enthalten. Beispiele umfassen Mikroti-
terplatten, Testrohrchen und Mikro-Zentrifugenréhrchen.

[0231] In einer Ausflhrungsform der vorliegenden Erfindung kdnnen Arzneistoff-Screeningtests erzeugt wer-
den, welche hemmende Mittel auf der Basis ihrer Fahigkeit nachweisen den Zusammenbau oder die Stabilitat
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des POSH-Komplexes zu storen. In einem beispielhaften Bindungstest wird die Verbindung von Interesse mit
einem Gemisch in Kontakt gebracht, das ein POSH-Polypeptid und mindestens ein interagierendes Polypeptid
umfasst. Nachweis und Quantifizierung von POSH-Komplexen stellt Mittel bereit, um die Wirksamkeit einer
Verbindung zu bestimmen, die Interaktionen zwischen zwei Polypeptiden zu hemmen (oder zu potenzieren).
Die Wirksamkeit der Verbindung kann durch Erzeugung von Dosis-Wirkungskurven aus Daten bewertet wer-
den, die unter Verwendung von verschiedenen Konzentrationen von Testverbindungen erhalten wurden. Dar-
Uber hinaus kann auch ein Kontrolltest durchgeftihrt werden, um eine Grundlinie fir den Vergleich bereitzustel-
len. Im Kontrolltest wird die Bildung von Komplexen in der Abwesenheit der Testverbindung quantifiziert.

[0232] Die Komplexbildung zwischen den POSH-Polypeptiden und einem Substrat-Polypeptid kann durch
eine Vielzahl an Techniken nachgewiesen werden, viele davon werden tatsachlich vorstehend beschrieben.
Zum Beispiel kann die Modulation in der Bildung von Komplexen zum Beispiel unter Verwendung von nach-
weisbar markierten Proteinen quantifiziert werden (z.B. radioaktiv markiert, mit Fluoreszenz markiert oder en-
zymatisch markiert), durch Immuntest oder durch chromatographischen Nachweis. Oberflachen Plasmon-Re-
sonanzsysteme, wie zum Beispiel jene, die von Biacore International AB (Uppsala, Schweden) erhaltlich sind,
kdnnen auch verwendet werden, um Protein-Protein-Interaktion nachzuweisen.

[0233] Oft wird es wiinschenswert sein, eines der Polypeptide zu immobilisieren, um die Auftrennung von
Komplexen aus nicht in Komplexen vorliegenden Formen von einem der Proteine zu erleichtern, sowie die Au-
tomatisierung des Tests anzupassen. In einer illustrativen Ausfliihrungsform kann ein Fusionsprotein bereitge-
stellt werden, das eine Domane hinzufugt, die es dem Protein erlaubt an eine unlésliche Matrix gebunden zu
werden. Zum Beispiel konnen GST-POSH-Fusionsproteine an Glutathion-Sepharoseperlen (Sigma Chemical,
St. Louis, MO) oder an Glutathion-derivatisierte Mikrotiterplatten absorbiert werden, die dann mit einem mog-
lichen interagierenden Protein, z.B. einem 35S-markierten Polypeptid und der Testverbindung kombiniert wer-
den und unter Bedingungen inkubiert werden, die fir die Komplexbildung zutraglich sind. Nach der Inkubation
werden die Perlen gewaschen, um jedes ungebundene interagierende Protein zu entfernen und der Ma-
trix-Perlen-gebundene Radioaktivitadtsmarker wird direkt bestimmt (z.B. Perlen werden in Szintillationszahler
platziert) oder in den Uberstand, nachdem die Komplexe dissoziiert sind, z.B. wenn Mikrotiterplatten verwendet
werden. Alternativ kbnnen, nachdem das ungebundene Protein weggewaschen wurde, die Komplexe von der
Matrix dissoziiert werden, durch ein SDS-PAGE-Gel aufgetrennt werden und die Menge an interagierenden
Polypeptid, das in der Matix-gebundenen Fraktion gefunden wird, aus dem Gel unter Verwendung von elektor-
phoretischen Standardtechniken quantifiziert werden.

[0234] In einer weiteren Ausfliihrungsform kénnen unter Verwendung eines immobilisierten POSH Mittel iden-
tifiziert werden, die an ein POSH binden. In einer illustrativen Ausfiihrungsform kann ein Fusionsprotein bereit-
gestellt werden, das eine Domane hinzufiigt, welche es dem Protein erlaubt an eine unlésliche Matrix gebun-
den zu sein. Zum Beispiel kbnnen GST-POSH-Fusionsproteine an Glutathion-Sepharoseperlen (Sigma Che-
mical, St. Louis, MO) absorbiert werden oder Glutathion-derivatisierte Mikrotiterplatten, die dann mit einem
moglichen markierten Bindemittel kombiniert werden und unter Bedingungen inkubiert werden, die flr die Bin-
dung zutraglich sind. Nach der Inkubation werden die Perlen gewaschen, um alles ungebundene Mittel zu ent-
fernen und die Matrix-Perlen-gebundene Markierung wird direkt bestimmt oder im Uberstand, nachdem das
gebundene Mittel dissoziiert hat.

[0235] In noch einer weiteren Ausflihrungsform kann das POSH-Polypeptid und magliches interagierendes
Polypeptid verwendet werden, um einen Interaktions-Trap-Assay (siehe auch, U.S. Patenthummer: 5.283.317;
Zervos et al. (1993) Cell 72:223-232; Madura et al. (1993) J Biol Chem 268:12046—-12054; Bartel et al. (1993)
Biotechniques 14:920-924; und lwabuchi et al. (1993) Oncogene 8:1693-1696) fiir den anschlieRenden Nach-
weis von Mitteln zu erzeugen, welche die Bindung von Proteinen aneinander storen.

[0236] Insbesondere verwendet das Verfahren chimare Gene, die Hybridproteine exprimieren. Um es zu ver-
anschaulichen, ein erstes Hybridgen, das die Codierungssequenz fiir eine DNA-Bindungsdomane eines Tran-
skriptionsaktivators umfasst, kann im Leserahmen mit der Codierungssequenz fir ein ,Kéder"-Protein fusio-
niert werden, z.B. ein POSH-Polypeptid von ausreichender Lange, um an ein moégliches interagierendes Pro-
tein zu binden. Das zweite Hybridprotein codiert eine transkriptionelle Aktivierungsdomane, die im Leserahmen
mit dem Gen fusioniert ist, das ein ,Fisch"-Protein codiert, z.B. ein mégliches interagierendes Protein von aus-
reichender Lange, um mit dem POSH-Polypeptidteil des Kdder-Fusionsproteins zu interagieren. Wenn die Ko-
der- und Fischproteine zur Interaktion im Stande sind, z.B. einen POSH-Komplex zu bilden, bringen sie zwei
Domaéanen des Transkriptionsaktivators in die nahe Umgebung. Diese Nahe verursacht die Transkription eines
Reportergens, das funktionsfahig mit einer Transkriptions-Regulationsstelle verbunden ist, die auf den Trans-
kriptionsaktivator reagiert und die Expression des Reportergens kann nachgewiesen werden und verwendet
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werden, um fur die Interaktion der Kéder- und Fischproteine zu bewerten.

[0237] In Ubereinstimmung mit der vorliegenden Erfindung umfasst das Verfahren das Bereitstellen einer
Wirtszelle, vorzugsweise einer Hefezelle, z.B. Kluyverei lactis, Schizosaccharomyces pombe, Ustilago maydis,
Saccharomyces cerevisiae, Neuspora crassa, Aspergillus niger, Aspergillus nidulans, Pichia pastoris, Candida
tropicalis, und Hansenula polymorpha, obwohl S. cerevisiae oder S. pombe am meisten bevorzugt wird. Die
Wirtszelle enthalt ein Reportergen, das eine Bindungsstelle fiir die DNA-Bindungsdomane eines Transkripti-
onsaktivators aufweist, der im Kdderprotein verwendet wird, sodass das Reportergen zum Beispiel ein nach-
weisbares Genprodukt exprimiert, wenn das Gen transkriptionell aktiviert ist. Das erste chimare Gen kann in
einem Chromosom der Wirtszelle vorhanden sein, oder als Teil eines Expressionsvektors. Interakti-
ons-Trap-Assays kdnnen auch in Sauger- oder bakteriellen Zelltypen durchgefiihrt werden.

[0238] Die Wirtszelle enthalt auch ein erstes chimares Gen, das im Stande ist in der Wirtszelle exprimiert zu
werden. Das Gen codiert ein chimares Protein, das eine DNA-Bindungsdomane umfasst, die das empfangliche
Element auf dem Reportergen in der Wirtszelle erkennt, und (ii) ein Kéderprotein, wie zum Beispiel eine
POSH-Polypeptidsequenz.

[0239] Ein zweites chimares Gen wird auch bereitgestellt, welches im Stande ist in der Wirtszelle exprimiert
zu werden und das ,Fisch"-Fusionsprotein codiert. In einer Ausfihrungsform werden sowohl das erste als auch
das zweite chimare Gen in die Wirtszelle in Form von Plasmiden eingefiihrt. Vorzugsweise jedoch ist das erste
chimare Gen auf einem Chromosom der Wirtszelle vorhanden und das zweite chimare Gen wird in die Wirts-
zelle als Teil eines Plasmids eingefuhrt.

[0240] Vorzugsweise stammen die DNA-Bindungsdomane des ersten Hybridproteins und die Transkripti-
ons-Aktivierungsdomane des zweiten Hybridproteins aus Transkriptionsaktivatoren, die trennbare DNA-Bin-
dungs- und Transkriptions-Aktivierungsdomanen aufweisen. Zum Beispiel ist von diesen getrennten DNA-Bin-
dungs- und Transkriptions-Aktivierungsdomanen bekannt, dass sie in dem Hefe GAL4-Protein gefunden wer-
den und es ist bekannt, dass sie in den Hefe-GCN4 und ADR1-Proteinen gefunden werden. Viele andere Pro-
teine, die an der Transkription beteiligt sind, haben auch getrennte Eindungs- und Transkriptions-Aktivierung-
domanen, die sie fir die vorliegende Erfindung nitzlich machen und umfassen zum Beispiel die LexA und
VVP16-Proteine. Es wird klar sein, dass andere (im Wesentlichen) trankriptionell inerte DNA-Bindungsdoméanen
in den Testkonstrukten verwendet werden kdnnen; wie zum Beispiel Domanen von ACE1, 1cl, Lac-Repressor,
jun oder fos. In einer anderen Ausflihrungsform kénnen die DNA-Bindungsdomane und die Transkriptions-Ak-
tivierungsdomane von unterschiedlichen Proteinen stammen. Die Verwendung der LexA-DNA-Bindungsdoma-
ne gewahrleistet bestimmte Vorteile. In Hefe enthalt der LexA-Rest zum Beispiel keine Aktivierungsfunktion
und hat keinen bekannten Effekt auf die Transkription der Hefegene. AuRerdem ermdglicht LexA die Kontrolle
Uber die Sensitivitat des Tests auf dem Interaktionsniveau (siehe zum Beispiel die Brent et al. PCT-Veroffent-
lichung WO94/10300).

[0241] In bevorzugten Ausfiihrungsformen ist jede mit den Kéder- oder Fischproteinen in Zusammenhang
stehende enzymatische Aktivitat inaktiviert, z. B. kdbnnen dominant-negative oder andere Mutanten von einem
POSH-Polypeptid verwendet werden.

[0242] Das veranschaulichende Beispiel weiterfuhrend, verursacht die POSH-Polypeptid-vermittelte Interak-
tion zwischen den Kdder- und Fischproteinen in der Wirtszelle, falls eine besteht, daher, dass die Aktivierungs-
domane die Transkription des Reportergens aktiviert. Das Verfahren wird durch Einflihren des ersten chimaren
Gens und des zweiten chimaren Gens in die Wirtszelle durchgefiihrt und indem diese Zelle Bedingungen un-
terzogen wird, unter welchen die Kéder- und Fisch-Fusionsproteine in einer ausreichenden Quantitat expri-
miert werden, damit dass das Reportergen aktiviert wird. Die Bildung eines POSH-AP-Komplexes resultiert in
einem nachweisbaren Signal, das durch die Expression des Reportergens erzeugt wird. Demgemaf kann die
Menge der Komplexbildung in der Anwesenheit einer Testverbindung und in der Abwesenheit einer Testver-
bindung bewertet werden, indem die Expressionsmenge des Reportergens in jedem Fall nachgewiesen wird.
Verschiedene Reporterkonstrukte kénnen in Ubereinstimmung mit den Verfahren der Erfindung verwendet
werden und umfassen zum Beispiel Reportergene, die ein solches nachweisbares Signal erzeugen, wie aus-
gewahlt aus der Gruppe bestehend aus einem enzymatischen Signal, einem fluoreszierenden Signal, einem
phosphoreszierenden Signal und Arzneistoffresistenz.

[0243] In noch weiteren Ausflihrungsformen des vorliegenden Tests wird der POSH-Komplex in ganzen Zel-

len erzeugt, indem Zellkulturtechniken genutzt werden, um den betreffenden Test zu unterstiitzen. Zum Bei-
spiel kann der POSH-Komplex, wie nachstehend beschrieben, in einem eukaryontischen Zellkultursystem, ein-
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schlieRlich Sduger- und Hefe-Zellen eingesetzt werden. Es wird oft wiinschenswert sein ein oder mehrere vi-
rale Proteine (z.B. Gag oder Env) in solchen Zellen gemeinsam mit einem betreffenden POSH-Polypeptid zu
exprimieren. Es kann auch wiinschenswert sein, die Zelle mit einem Virus von Interesse zu infizieren. Vorteile
der Erzeugung des betreffenden Tests in einer intakten Zelle umfassen die Fahigkeit Inhibitoren nachzuweisen,
die in einer Umgebung funktionell sind, die jener, welche die therapeutische Verwendung des Inhibitors bend-
tigen wiirde mehr entspricht, einschlieRlich der Fahigkeit des Mittels Zutritt zu einer Zelle zu erlangen. Dartber
hinaus sind bestimmte der in vivo Ausfiihrungsformen des Tests, wie zum Beispiel die nachstehend angefiihr-
ten Beispiele, fur Hochdurchsatz-Analyse von Kandidatenmitteln zuganglich.

[0244] Die Komponenten des POSH-Komplexes kénnen endogen fir die Zelle sein und ausgewahlt werden,
um den Test zu unterstitzen. Alternativ kbnnen manche oder alle der Komponenten aus exdogenen Quellen
stammen. Zum Beispiel kdnnen Fusionsproteine durch rekombinante Techniken (wie zum Beispiel Uber die
Verwendung eines Expressionsvektors) in die Zelle eingefuhrt werden, sowie auch durch Mikroinjektion des
Fusionsproteins selbst oder durch mRNA, die das Fusionsprotein codiert.

[0245] In vielen Ausfiuihrungsformen wird eine Zelle nach der Inkubation mit einem Kandidatenmittel manipu-
liert und auf eine POSH-Aktivitat iberprift. In bestimmten Ausflihrungsformen wird eine POSH-Aktivitat durch
die Produktion von Virusadhnlichen Partikeln dargestellt. Wie hierin gezeigt wird, kann ein Mittel, das die
POSH-AKktivitat stort, eine Verminderung der Produktion von Virus-dhnlichen Partikeln verursachen. In be-
stimmten Ausfihrungsformen kdnnen POSH-Aktivitaten, ohne Limitierungen, Komplexbildung, Ubiquitinierung
und Membran-Fusionsereignisse umfassen (z.B. die Freisetzung von viralen Sprossen oder Fusion von Vesi-
keln). POSH-Komplexbildung kann durch Immunpréazipitation und Analyse von gleichzeitig immunprazipitier-
ten Proteinen oder Affinitatsreinigung und Analyse von gleichzeitig gereinigten Proteinen bewertet werden. Auf
Fluoreszenzresonanzenergie Transfer (FREI) basierende Tests kdnnen auch verwendet werden, um die Kom-
plexbildung zu bestimmen. Fluoreszierende Molekule, die in groRe Nahe miteinander gebracht werden, welche
die richtigen Emissions- und Anregungs-Spektren aufweisen, kdnnen FREI darstellen. Die fluoreszierenden
Molekule werden so ausgewahlt, dass das Emissionsspektrum von einem der Molekile (dem Spendermolekiil)
mit dem Anregungsspektrum des anderen Moleklls (dem Akzeptormolekiil) tGiberlappt. Das Spendermolekiil
wird durch Licht der geeigneten Intensitat innerhalb des Spender-Anregungsspektrums angeregt. Der Spender
gibt dann die absorbierte Energie als fluoreszierendes Licht ab. Die fluoreszierende Energie, die es erzeugt,
wird durch das Akzeptormolekul geléscht. FREI kann als eine Reduktion in der Intensitat des fluoreszierenden
Signals vom Spender, der Reduktion der Lebenszeit des angeregten Stadiums, und/oder der Re-Emission des
fluorezierenden Lichts bei den langeren Wellenlangen (niedrigere Energien), die flir den Akzeptor charakteris-
tisch sind manifestiert sein. Wenn sich die fluoreszierenden Proteine physikalisch trennen, werden FREI-Effek-
te vermindert oder eliminiert (U.S. Patentnummer 5.981.200).

[0246] Zum Beispiel wird ein Cyan-fluoreszierendes Protein durch Licht bei ungefahr 425-450 nm Wellenlan-
ge angeregt und emittiert Licht im Bereich von 450-500 nm. Gelb-fluoreszierendes Protein wird durch Licht bei
ungefahr 500-525 nm angeregt und gibt Licht bei 525-500 nm ab. Wenn diese beiden Protein in Lésung ge-
geben werden, kann die Cyan- und gelbe Fluoreszenz getrennt sichtbar gemacht werden. Wenn diese beiden
Proteine jedoch in groRe Nahe miteinander gezwungen werden, werden die fluoreszierenden Eigenschaften
durch FREI verandert werden. Das blauliche Licht, das durch CFP emittiert wird, wird vom gelb-fluoreszieren-
den Protein absorbiert und als gelbes Licht re-emittiert werden. Das bedeutet, dass, wenn die Proteine mit Licht
bei Wellenlangen von 450 nm stimuliert werden, das Cyanemittierte Licht stark reduziert wird und das gelbe
Licht, das bei dieser Wellenlange normalerweise nicht stimuliert wird, stark verstarkt wird. FREI wird tblicher-
weise durch Messung des Spektrums von emittiertem Licht in Antwort auf die Stimulation mit Licht im Anre-
gungsbereich des Spenders und durch Berechnen einer Rate zwischen dem Spender-emittierten Licht und
dem vom Akzeptor-emittierten Licht Gberwacht. Wenn die Spender:Akzeptor-Emissionsrate hoch ist, findet
FREI nicht statt und die beiden fluoreszierenden Proteine sind nicht sehr nahe. Wenn die Spender:Akzep-
tor-Emission niedrig ist, findet FREI statt und die beiden fluoreszierenden Proteine sind sehr nahe. Auf diese
Weise kann die Interaktion zwischen einem ersten und zweiten Polypeptid gemessen werden.

[0247] Das Vorkommen von FREI verursacht auch, dass sich die Fluoreszenz-Lebensdauer der fluorezieren-
den Spender-Einheit vermindert. Diese Veranderung der Fluoreszenz-Lebensdauer kann unter Verwendung
einer Technik gemessen werden, die als Fluoreszenz-Lebensdauer Imaging Technologie (FLIM) bezeichnet
wird (Verveer et al. (2000) Science 290:1567-1570; Squire et al. (1999) J. Microsc. 193:36; Verveer et al.
(2000) Biophys. J. 78:2127). Globale Analysetechniken zum analysieren von FLIM-Daten sind entwickelt wor-
den. Diese Algorithmen verwenden das Verstehen, dass die fluoreszierende Spender-Einheit nur in einer be-
schrankten Zahl von Zustanden besteht, jede mit einer unterschiedlichen Fluoreszenz-Lebenszeit. Quantitati-
ve Karten von jedem Zustand kénnen auf einer Pixel-bei-Pixel-Basis erzeugt werden.
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[0248] Um auf FREI basierende Tests durchzufiihren, werden sowohl das POSH-Polypeptid als auch das in-
teragierende Protein von Interesse fluoreszierend markiert. Geeignete fluoreszierende Marker sind, im Lichte
der Beschreibung, im Fachgebiet gut bekannt. Beispiele werden nachstehend bereitgestellt, aber auch nicht
speziell erwahnte geeignete Marker stehen fir den Fachmann zu Verfligung. Fluoreszierende Markierung
kann durch Expression eines Polypeptids als ein Fusionsprotein mit einem fluoreszierenden Protein erreicht
werden, zum Beispiel fluoreszierende Proteine, die aus Quallen, Korallen oder anderen Hohltieren isoliert wur-
den. Beispielhafte fluoreszierende Proteine umfassen die vielen Varianten von grinem fluoreszierendem Pro-
tein (GFP) von Aequoria victoria. Varianten kdnnen lichter, dunkler sein, oder unterschiedliche Anregungs-
und/oder Emissionsspektren aufweisen. Bestimmte Varianten werden so verandert, dass sie nicht langer griin
erscheinen und kdnnen blau, cyan, gelb oder rot erscheinen (bezeichnet als BFP, CFP, YFP bzw. RFP). Fluo-
reszierende Proteine kdnnen stabil durch eine Vielzahl an kovalenten und nicht kovalenten Bindungen mit Po-
lypeptiden verbunden sein, einschlieRlich zum Beispiel Peptidbindungen (z.B. Expression als ein Fusionspro-
tein), chemische Quervernetzung und Biotin-Streptavidin-Kopplung. Fur Beispiele an fluorezierenden Protei-
nen, siehe U.S. Patente 5.625.048; 5.777.079; 6.066,476; 6.124.128; Prasher et al. (1992) Gene,
111:229-233; Heim et al. (1994) Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 91:12501-04; Ward et al. (1982) Photochem.
Photobiol., 35:803-808; Levine et al. (1982) Corp. Biochem. Physiol., 72B:77-85; Tershikh et al. (2000) Sci-
ence 290: 1585-88.

[0249] Andere beispielhafte fluoreszierende Einheiten, die im Fachgebiet gut bekannt sind, umfassen Deriva-
te von Fluorescein, Benzoxadioazol, Coumarin, Eosin, Lucifer-Gelb, Pyridyloxazol und Rhodamin. Diese und
viele andere beispielhafte fluoreszierende Einheiten kdnnen im Handbook of Fluorescent Probes and Re-
search Chemicals (2000, Molecular Probes, Inc.), gemeinsam mit Verfahrensweisen zur Modifizierung von Po-
lypeptiden mit solchen Einheiten gefunden werden.

[0250] Beispielhafte Proteine, die fluoreszieren, wenn sie mit einer fluoreszierenden Einheit kombiniert wer-
den, umfassen gelbes fluoreszierendes Protein aus Vibrio fischeri (Baldwin et al. (1990) Biochemistry
29:5509-15), Peridinin-Chlorophyll, ein Bindeprotein aus dem Dinoflagellaten Symbiodinium sp. (Morris et al.
(1994) Plant Molecular Biology 24:673-77) und Phycobiliproteine aus marinen Cyanobakterien, wie zum Bei-
spiel Synechococcus, z.B. Phycoerythrin und Phycocyanin (Wilbanks et al. (1993) J. Biol. Chem.
268:1226-35). Diese Proteine bendtigen Flavine, Peridin-Chlorophyll bzw. verschiedene Phycobiline, sowie
fluoreszierende Co-Faktoren.

[0251] Auf FREI basierende Tests kdnnen in Zell-basierenden Tests und in Zellfreien Tests verwendet wer-
den. Auf FREI basierende Tests sind flir Hochdurchsatz-Screeningverfahren zuganglich, einschlief3lich fluores-
zenzaktivierter Zellsortierung und Fluoreszenz-Scanning von Mikrotiter-Arrays.

[0252] In einer weiteren Ausfihrungsform kénnen die Transkriptmengen in Zellen gemessen werden, die ho-
here oder niedrigere Mengen an POSH-Aktivitat aufweisen, um Gene zu identifizieren, die durch POSH regu-
liert werden. Promotorregionen fur solche Gene (oder groRere Teile von solchen Genen) kdnnen funktionsfahig
mit einem Reportergen verbunden sein und in einem Reportergen-basierenden Test zum Nachweis von Mitteln
verwendet werden, welche die POSH-regulierte Genexpression verstarken oder vermindern. Transkriptmen-
gen kénnen in jeder im Fachgebiet bekannten Art bestimmt werden, wie zum Beispiel Northern-Blotting,
RT-PCR, Mikroarray, usw. Erhdhte POSH-Aktivitdt kann zum Beispiel durch Einfiihren eines starken
POSH-Expressionsvektors erzielt werden. Verminderte POSH-Aktivitat kann zum Beispiel durch RNAi, Anti-
sense, Ribozym, Gen-Knockout usw. erzielt werden.

[0253] Im Allgemeinen kénnen, wo der Screeningtest ein Bindungstest ist (ob Protein-Protein-Bindung, Mit-
tel-Protein-Bindung usw.) ein oder mehrere Molekile mit einer Markierung verbunden werden, wo die Markie-
rung direkt oder indirekt ein nachweisbares Signal liefern kann. Verschiedene Markierungen umfassen Radio-
isotope, Fluoreszenzstoffe, Chemilumineszenzstoffe, Enzyme, spezifische Bindungsmolekule, Partikel, z.B.
magnetische Partikel und ahnliches. Spezifische Bindungsmolekile umfassen Paare, wie zum Beispiel Biotin
und Streptavidin, Digoxin und Antidigoxin usw. Fur die spezifischen Bindungsmitglieder, wirden die komple-
mentaren Mitglieder normal mit einem Molekil markiert werden, das, in Ubereinstimmung mit bekannten Ver-
fahren, den Nachweis gewahrleistet.

[0254] Eine Vielzahl von anderen Reagenzien kann im Screeningtest eingeschlossen sein. Diese umfassen
Reagenzien wie Salze, neutrale Proteine, z.B. Albumin, Detergentien, usw., die verwendet werden, um die op-
timale Protein-Protein-Bindung zu unterstitzen und/oder unspezifische Hintergrundwechselwirkungen zu ver-
mindern. Reagenzien, welche die Effizienz des Tests verbessern, wie zum Beispiel Proteaseinhibitoren, Nuc-
leaseinhibitoren, anti-mikrobielle Mittel usw. kénnen verwendet werden. Das Gemisch an Komponenten wird
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in irgendeiner Reihenfolge hinzugefiigt, welche die notwendige Bindung gewahrleistet. Inkubationen werden
bei einer beliebigen geeigneten Temperatur durchgefihrt, Gblicherweise zwischen 4°C und 40°C. Die Inkuba-
tionszeitdauer wird fur die optimale Aktivitdt ausgewahlt, kann aber auch optimiert werden, um ein schnelles
Hochdurchsatz-Screening zu erleichtern.

[0255] In bestimmten Ausfiihrungsformen kann ein Testmittel auf seine Fahigkeit bewertet werden die Loka-
lisierung von einem POSH-Polypeptid zu stéren, z.B. die POSH-Lokalisierung in den Nucleus und/oder das
Golgi-Netzwerk zu verhindern.

10. Zusammensetzungen zur Behandlung von viralen Erkrankungen

[0256] In einem weiteren Aspekt stellt die Erfindung Zusammensetzungen zur Verwendung als Medikamente
fur die Behandlung oder Therapie von viralen Erkrankungen bereit und insbesondere Erkrankungen, die durch
Hullen-Viren, retroide Viren und RNA-Viren hervorgerufen werden, einschlief3lich, aber nicht beschrankt auf
Retroviren, Rhabdoviren, Lentiviren und Filoviren. Bevorzugte Therapeutika der Erfindung wirken durch Unter-
brechen der biologischen Aktivitat von einem POSH-Polypeptid oder POSH-Komplex in der viralen Reifung.

[0257] Beispielhafte Therapeutika der Erfindung umfassen Nucleinsduretherapien wie zum Beispiel
RNAi-Konstrukte. Andere POSH-Therapeutika umfassen Polypeptide, Peptidomimetika, Antikérper und kleine
Molekule. Antisense-Therapien der Erfindung umfassen Verfahren zum Einfihren von Antisense-Nucleinsau-
ren, zur Stérung der Expression von POSH-Polypeptiden oder Proteinen, die fir die POSH-Funktion notwen-
dig sind.

[0258] RNAi-Therapien umfassen Verfahren zum Einfihren von RNAi-Konstrukten, um die Expression von
POSH-Polypeptiden oder Proteinen herunterzuregulieren, die fir die POSH-Funktion notwendig sind. Beispiel-
hafte RNAi-Therapeutika umfassen jede der SEQ ID NOs: 15, 16, 18, 19, 21, 22, 24 und 25.

[0259] Therapeutische Polypeptide kdnnen durch Entwerfen von Polypeptiden erzeugt werden, um bestimm-
te Proteindoméanen nachzuahmen, die bei der Bildung von POSH-Komplexen wichtig sind, wie zum Beispiel
SH3 oder RING-Domanen. Zum Beispiel wird ein Polypeptid, umfassend eine POSH-SH3-Domane, wie zum
Beispiel die SH3-Domane wie sie in SEQ ID NO: 30 dargelegt ist, fiir die Bindung an eine POSH-SH3-Doméane
konkurrieren und wird daher stdrend auf die Bindung eines Partnerproteins wirken. In einer Ausfuhrungsform
kann ein Bindungspartner Gag sein. In einer anderen Ausfihrungsform kann ein Bindungspartner Rac sein. In
einer weiteren Ausflihrungsform kann ein Polypeptid, das einer L-Domane ahnelt die Rekrutierung von Gag
zum POSH-Komplex storen.

[0260] Im Hinblick auf die Beschreibung sind Verfahren zur Herstellung von Antikérpern, die auf Epitope von
POSH und auf mit POSH interagierende Proteine gerichtet sind, im Fachgebiet bekannt. Antikérper kdnnen in
Zellen in einer Vielzahl an Verfahren eingefiihrt werden. Ein beispielhaftes Verfahren umfasst die Erzeugung
einer Nucleinsaure, die einen einzelkettigen Antikorper codiert, der im Stande ist einen POSH-Komplex zu st6-
ren. Eine solche Nucleinsdure kann mit einem Antikérper konjugiert werden, der an Rezeptoren auf der Ober-
flache von Zielzellen bindet. Es wird Uberlegt, dass, in bestimmten Ausfuhrungsformen, der Antikérper auf vi-
rale Proteine abzielen kann, die auf der Oberflache von infizierten Zellen vorhanden sind und die Nucleinsaure
auf diese Weise nur in die infizierten Zellen liefert. Einmal an die Zielzellenoberflache gebunden wird der Anti-
kdrper durch Endocytose aufgenommen und die konjugierte Nucleinsédure wird transkribiert und translatiert,
um einen einzelkettigen Antikdrper zu produzieren, der mit dem Ziel-POSH-Komplex interagiert und ihn stort.
Nucleinsauren, die den gewiinschten Einzelketten-Antikdrper exprimieren kdnnen auch unter Verwendung ei-
ner Vielzahl von herkdmmlicheren Techniken, wie zum Beispiel viraler Transfektion (z.B. unter Verwendung ei-
nes Adenovirussystems) oder Liposomen-vermittelter Transfektion, in die Zellen eingeflihrt werden.

[0261] Kleine Molekile kénnen fir ihre Fahigkeit identifiziert werden die Bildung von POSH-Komplexen wie
vorstehend beschrieben zu modulieren.

[0262] Im Hinblick auf die Lehren hierin wird ein Fachmann verstehen, dass die Verfahren und Zusammen-
setzungen der Erfindung auf einen weiten Bereich an Viren anwendbar sind, wie zum Beispiel retroide Viren
und RNA-Viren. In einer bevorzugten Ausfuhrungsform ist die vorliegende Erfindung auf retroide Viren an-
wendbar. In einer starker bevorzugten Ausfihrungsform ist die vorliegende Erfindung ferner auf Retroviren
(Retroviridae) anwendbar. In einer anderen starker bevorzugten Ausflihrungsform ist die vorliegende Erfindung
auf Lentiviren, einschlief3lich der Primaten-Lentivirusgruppe anwendbar.
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[0263] Wahrend es nicht dazu gedacht ist einschrankend zu sein, umfassen relevante Retroviren: C-Typ-Re-
trovirus, das im Northern Pike Lymphosarkom verursacht, das C-Typ-Retrovirus, das Nerz infiziert, das Zie-
gen-Lentivirus, das Schafe infiziert, das infektiose Pferde Anamievirus (EIAV), das C-Typ-Retrovirus, das
Schweine infiziert, das Vogel Leukose Sarcoma Virus (ALSV), das Katzen Leukamievirus (FelLV), das Katzen
Aids Virus, das Rinder-Leuka&mievirus (BLV), das Simian Leukd&mievirus (SLV), das Simian Immundefizienzvi-
rus (SIV), das menschliche T-Zell-Leukédmievirus Typ-l (HTLV-1), das menschliche T-Zell-Leukamievirus Typ-I|
(HTLV-II), das menschliche Immundefizienzvirus Typ-2 (HIV-2) und menschliches Immundefizienzvirus Typ-1
(HIV-1).

[0264] Die Zusammensetzungen der vorliegenden Erfindung sind ferner auf RNA-Viren anwendbar, ein-
schliellich ssRNA negativ-Strangviren. In einer bevorzugten Ausfuhrungsform ist die vorliegende Erfindung
anwendbar auf Mononegavirales, einschlief3lich Filoviren. Filoviren umfassen ferner Ebolaviren und Mar-
burg-Viren.

[0265] Andere RNA-Viren umfassen Picornaviren, wie zum Beispiel Enterovirus, Poliovirus, Coxsackievirus
und Hepatitis A Virus, die Caliciviren, einschlief3lich Norwalk-ahnliche Viren, die Rhabdoviren, einschlief3lich
Tollwutvirus, die Togaviren, einschlief3lich Alphaviren, Semliki-Forestvirus, Denguevirus, Gelbfiebervirus, und
Rubellavirus, die Orthomyxoviren, einschlieBlich Typ A, B und C Influenzaviren, die Bunyaviren, einschlieRlich
dem Rift-Valley-Fiebervirus und das Hantavirus, die Filoviren wie zum Beispiel Ebolavirus und Marburgvirus
und die Paramyxoviren, einschlieBlich Mumpsvirus und Masernvirus. Zusatzliche Viren, die behandelt werden
kénnen, umfassen Herpesviren.

11. Wirksame Dosierung

[0266] Toxizitdt und therapeutische Wirksamkeit von solchen Verbindungen kann durch pharmazeutische
Standard-Verfahren in Zellkulturen oder Testtieren, z.B. zur Bestimmung der LD, (der lethalen Dosis fir 50%
der Population) und der ED,, (der therapeutisch effizienten Dosis in 50% der Population) bestimmt werden. Die
Dosisrate zwischen toxischem und therapeutischem Effekt ist der therapeutische Index und er kann als die
Rate LD,/ED,, ausgedriickt werden. Verbindungen, die grol3e therapeutische Indizes aufweisen, werden be-
vorzugt. Obwohl Verbindungen, die toxische Nebenwirkungen zeigen verwendet werden kénnen, sollte man
mit dem Transfersystem, das solche Verbindungen an die Stelle des befallenen Gewebes abzielt vorsichtig
sein, um den mdglichen Schaden fir nicht infizierte Zellen zu minimieren und dadurch Nebenwirkungen zu re-
duzieren.

[0267] Die von den Zellkulturtests und Tierstudien erhaltenen Daten kénnen bei der Formulierung eines Do-
sisbereichs zur Verwendung im Menschen verwendet werden. Die Dosierung von solchen Verbindungen liegt
vorzugsweise innerhalb des Bereichs von zirkulierenden Konzentrationen, welche die ED,, mit wenig oder kei-
ner Toxizitat umfassen. Die Dosierung kann innerhalb dieses Bereichs, abhangig von der angewandten Dosie-
rungsform und dem gentutzten Verabreichungsweg variieren. Fir jede verwendete Verbindung, die in dem Ver-
fahren der Erfindung verwendet wird, kann die therapeutisch effektive Dosis anfanglich aus Zellkulturtest be-
urteilt werden. Eine Dosis kann in Tiermodellen formuliert werden, um einen zirkulierenden Plasmakonzentra-
tionsbereich zu erzielen, der die IC,, beinhaltet (d.h. die Konzentration der Testverbindung, welche die halb-
maximale Hemmung der Symptome erzielt), wie sie in der Zellkultur bestimmt wurde. Eine solche Information
kann verwendet werden, um nutzliche Dosierungen in Menschen genauer zu bestimmen. Mengen im Plasma
kénnen zum Beispiel durch Hochleistungs-Flissigkeitschromatographie gemessen werden.

12. Rezeptur und Verwendung

[0268] Arzneistoffe zur Verwendung in Ubereinstimmung mit der vorliegenden Erfindung kénnen in herkémm-
licher Weise unter Verwendung von einem oder mehreren physiologisch vertraglichen Tragern oder Hilfsstof-
fen formuliert werden.

[0269] Die Verbindungen und ihre physiologisch vertraglichen Salze und Lésungsmittel kdnnen daher zur
Verabreichung durch z.B. Injektion, Inhalation oder Insufflation (entweder durch den Mund oder die Nase) oder
fur orale, bukkale, parenterale oder rektale Verabreichung, formuliert werden.

[0270] Eine beispielhafte Zusammensetzung der Erfindung umfasst eine RNAI, die mit einem Verabrei-
chungssystem, wie zum Beispiel einem Liposomensystem gemischt ist und umfasst wahlweise einen vertrag-
lichen Hilfsstoff. In einer bevorzugten Ausfihrungsform wird die Zusammensetzung fiir topische Verabreichung
fur z.B. Herpesvirus-Infektionen verabreicht.
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[0271] Fur eine solche Therapie kann die Verbindung der Erfindung fiir eine Vielzahl an Verabrei-
chungs-Chargen, einschlieBlich systemischer und topischer oder lokalisierter Verabreichung formuliert wer-
den. Techniken und Formulierungen kdnnen im Allgemeinen in Remmington's Pharmaceutical Sciences, Mea-
de Publishing Co., Esston, PA, gefunden werden. Fir die systemische Verabreichung wird eine Injektion be-
vorzugt, einschlieBlich intramuskular, intravends, intraperitoneal und subkutan. Zur Injektion kénnen die Ver-
bindungen der Erfindung in flissigen Losungen formuliert werden, vorzugsweise in physiologisch kompatiblen
Puffern, wie zum Beispiel Hank-Lésung oder Ringer-Losung. AuRerdem konnen die Verbindungen in fester
Form formuliert und wieder aufgeldst werden oder sofort vor der Verwendung suspendiert werden. Lyophilisier-
te Formen sind auch eingeschlossen.

[0272] Furdie orale Verabreichung kénnen die Arzneimittel zum Beispiel die Form von Tabletten oder Kapseln
annehmen, die durch herkdmmliche Mittel mit pharmazeutisch vertraglichen Hilfsstoffen, wie zum Beispiel Bin-
demitteln (z.B. vorgelatinisierter Maisstarke, Polyvinylpyrrolidone oder Hydroxypropylmethylzellulose); Fullmit-
teln (z.B. Lactose, mikrokristalline Zellulose oder Calciumhydrogenphosphat); Gleitmitteln (z.B. Magnesium-
stearat, Talk oder Silica); Mitteln, die das Auflésen férdern (z.B. Kartoffelstarke oder Natrium-Starke-Glycolat);
oder Benetzungsmitteln (z.B. Natrium-Lauryl-Sulfat). Die Tabletten kénnen durch Verfahren beschichtet wer-
den, die im Fachgebiet gut bekannt sind. Fllissige Praparate fir die orale Verabreichung kénnen zum Beispiel
die Form von Ldsungen, Sirupen oder Suspensionen annehmen, oder sie kdnnen als ein trockenes Produkt
zur Zusammensetzung mit Wasser oder anderen geeigneten Vehikeln vor der Verwendung in Kontakt gebracht
werden. Solche flissigen Praparate kdnnen durch herkdmmliche Mittel wie pharmazeutisch vertraglichen Zu-
satzstoffen, wie zum Beispiel Suspendierungsmittel (z.B. Sorbitolsirup, Zellulosederivate oder hydrogenierte
essbare Fette); emulgierende Mittel (z.B. Lecithin oder Acacia); nicht-wassrige Vehikel (z.B. Ationddl, dlige Es-
ter, Ethylalkohol oder fraktionierte Pflanzendle); und Konservierungsmittel (z.B. Methyl oder Propyl-p-Hydroxy-
benzoate oder Sorbinsaure) hergestellt werden. Die Praparate kdnnen, wo angebracht, auch Puffersalze, Ge-
schmacksstoffe, Farbstoffe oder Stilungsmittel enthalten.

[0273] Praparate fiir die orale Verabreichung kdnnen in geeigneter Weise formuliert werden, um die kontrol-
lierte Freisetzung der aktiven Verbindung zu ergeben. Fir die buccale Verabreichung kénnen die Zusammen-
setzungen die Form von Tabletten oder Pastillen annehmen, die in einer herkémmlichen Weise formuliert wer-
den. Zur Verabreichung durch Inhalation werden die Verbindungen zur Verwendung gemaf der vorliegenden
Erfindung herkdmmlich in einer Aerosol-Spray-Darreichungsform aus unter Druck stehenden Verpackungen
oder einem Spriher verabreicht, mit der Verwendung eines geeigneten Treibmittel, z.B. Dichlordifluormethan,
Trichlorfluormethan, Dichlortetrafluorethan, Kohlenstoffdioxid oder einem anderen geeigneten Gas. Im Falle ei-
nes unter Druck stehenden Aerosols kann die Dosierungseinheit durch Bereitstellen eines Ventils bestimmt
werden, um eine abgemessene Menge zu verabreichen. Kapseln und Patronen z.B. aus Gelatine, zur Verwen-
dung in einem Inhalator oder Pulver-Zerstauber, kdnnen so formuliert sein, dass sie ein Pulvergemisch der Ver-
bindung und eine geeignete Pulverbasis, wie zum Beispiel Lactose oder Starke enthalten.

[0274] Die Verbindungen kénnen fir parenterale Verabreichung durch Injektion formuliert werden, z.B. durch
Bolus-Injektion oder kontinuierliche Infusion. Rezepturen zur Injektion kénnen in einer Dosis-abhangigen
Form, z.B. in Ampullen oder in Multi-Dosierungskontainern, mit einem hinzugefiigten Konservierungsstoff pra-
sentiert werden. Die Zusammensetzungen kénnen solche Formen wie Suspensionen, Losungen oder Emulsi-
onen in 6ligen oder wassrigen Tragern annehmen und kdnnen formulatorische Mittel wie suspendierende, sta-
bilisierende und/oder dispergierende Mittel enthalten. Alternativ kann der aktive Wirkstoff in Pulverform vorlie-
gen, zur Konstitution mit einem geeigneten Trager, z.B. steriles Pyrogen-freies Wasser vor der Verwendung.

[0275] Die Verbindungen kdnnen auch in rektalen Zusammensetzungen, wie zum Beispiel Zapfchen oder Re-
tentions-Klistiere formuliert werden, die z.B. herkdmmliche Zapfchengrundlagen wie Kakaobutter oder andere
Glyceride enthalten.

[0276] Zusatzlich zu den vorher beschriebenen Rezepturen kénnen die Verbindungen auch als ein Depotpra-
parat formuliert werden. Solche lang wirkenden Formulierungen kénnen durch Implantation (zum Beispiel sub-
kutan oder intramuskular) oder durch intramuskulare Injektion verabreicht werden. Zum Beispiel kénnen sol-
che Verbindungen mit geeigneten polymeren oder hydrophoben Materialien formuliert werden (zum Beispiel
als eine Emulsion in einem vertraglichen Ol) oder Eisen-Austauschharzen oder als schwer lésliche Derivate,
zum Beispiel als ein schwer |8sliches Salz.

[0277] Systemische Verabreichung kann auch Uber die Schleimhaut oder Haut erfolgen. Fur Verabreichung

Uber die Schleimhaut oder die Haut, werden Durchdringungsmittel in der Formulierung verwendet, die flr die
zu durchdringende Barriere geeignet sind. Solche Durchdringungsmittel sind im Fachgebiet allgemein bekannt
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und umfassen, zum Beispiel fir die Verabreichung Uber die Schleimhaut, Bilesalze und Derivate von Fusidin-
saure, zusatzlich kdnnen Detergentien verwendet werden, um die Durchdringung zu erleichtern. Verabrei-
chung Uber die Schleimhaut kann tGber Nasenspray oder unter Verwendung von Zapfchen stattfinden. Fur die
topische Verabreichung werden die Oligomere der Erfindung in Salben, Balsame, Gele oder Cremen formu-
liert, wie sie im Fachgebiet allgemein bekannt sind. Eine Waschlésung kann lokal verwendet werden, um eine
Verletzung oder Entziindung zu behandeln, um die Heilung zu beschleunigen.

[0278] Die Zusammensetzungen kénnen, falls erwlnscht in einer Verpackungs- oder Spendervorrichtung
prasentiert werden, die eine oder mehrere Formen an Dosierungseinheiten enthalten kann, welche den aktiven
Bestandteil enthalten. Die Packung kann zum Beispiel Metall- oder Plastikfolie enthalten, wie zum Beispiel eine
Klarsichtverpackung. Die Packungs- oder Spendervorrichtung kann von Anweisungen zur Verabreichung be-
gleitet sein.

[0279] Fur Therapien, welche die Verabreichung von Nucleinsauren umfassen, kdnnen die Oligomere der Er-
findung fir eine Vielzahl an Verabreichungsarten formuliert werden, einschlielich systemischer und topischer
oder lokalisierter Verabreichung. Techniken und Formulierungen kdnnen allgemein in Remmington's Phar-
maceutical Sciences, Meade Publishing Co., Esston, PA., gefunden werden. Fir die systemisch Verabrei-
chung wird Injektion bevorzugt, einschlieBlich intramuskularer, intravendéser, intraperitonealer und subkutaner
Injektion, die Oligomere der Erfindung kénnen in flissige L6sungen formuliert sein, vorzugsweise in physiolo-
gisch vertragliche Puffer, wie zum Beispiel Hank-L6sung oder Ringer-ldsung. Zusatzlich kdbnnen die Oligomere
in fester Form formuliert werden und direkt vor der Verwendung nochmals aufgel®st oder suspendiert werden.
Lyophilisierte Formen sind auch eingeschlossen.

[0280] Systemische Verabreichung kann auch ber die Schleimhaut oder Haut erfolgen, oder die Verbindun-
gen kdnnen oral verabreicht werden. Fir die Verabreichung uber die Schleimhaut oder Haut werden Durch-
dringungsmittel in der Rezeptur verwendet, die geeignet sind die Barriere zu durchdringen. Solche Durchdrin-
gungsmittel sind im Fachgebiet allgemein bekannt und umfassen zum Beispiel fir die Verabreichung tber die
Schleimhaut, Bilesalze und Derivate von Fusidinsdure. AuBerdem kdnnen Detergentien verwendet werden,
um die Durchdringung zu erleichtern. Verabreichung Uiber die Schleimhaut kann durch Nasensprays oder unter
Verwendung von Zapfchen stattfinden. Fur die orale Verabreichung werden die Oligomere in herkbmmliche
orale Verabreichungsformen wie zum Beispiel Kapseln, Tabletten oder Starkungsmittel formuliert. Zur topi-
schen Verabreichung werden die Oligomere der Erfindung in Salben, Balsame, Gele oder Cremes formuliert,
wie sie im Fachgebiet allgemein bekannt sind.

ERLAUTERUNGEN

[0281] Die nun allgemein beschriebene Erfindung wird unter Bezugnahme auf die folgenden Beispiele leich-
ter verstanden werden, die hier nur Veranschaulichungszwecke von bestimmten Aspekten und Ausflihrungs-
formen der vorliegenden Erfindung einbezogen werden und nicht dazu gedacht sind die Erfindung einzu-
schranken.

BEISPIELE
1. Rolle von POSH in Virus-ahnlicher Partikel (VLP)-Sprossung
1. Ziel:

[0282] Verwendung von RNAi zur Hemmung der POSH-Genexpression und Vergleich der Effizienz von vira-
ler Sprossung und GAG-Expression und Prozessierung von behandelten und unbehandelten Zellen.

2. Untersuchungsplan:

[0283] HelLa SS-6 Zellen werden mit mRNA-spezifischer RNAi zum Knockdown der Zielproteine infiziert.
Nachdem maximale Verminderung des Zielproteins durch RNAi nach 48 Stunden erzielt ist, werden die Zellen
zweimal transfiziert — zuerst, um die Ziel-mRNAs zu vermindern und anschlief’end, um das virale Gag-Protein
zu exprimieren. Die zweite Transfektion wird mit pNLenv (Plasmid, das HIV codiert) und mit geringen Mengen
an RNAI durchgefiihrt, um den Knockdown des Zielproteins wahrend der Zeit der Gag-Expression beizubehal-
ten, sowie die Sprossung von VLPs. Die Reduktion in mRNA-Mengen aufgrund des RNAI-Effekts wird durch
RT-PCR-Amplifikation der Ziel-mRNA bewiesen.
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3. Verfahren, Materialien, Losungen
a. Verfahren

i. Transfektionen gemaR dem Protokoll des Herstellers und wie im Verfahren beschrieben.

ii. Protein bestimmt durch den Bradfordtest.

iii. SDS-PAGE im Hoeffer-MiniVE-Elektrophoresesystem. Transfer in nassem Bio-Rad Mini-Protean Il
Transfersystem. Blotts sichtbar gemacht unter Verwendung des Typhoonsystems und ImageQuant Softwa-
re (ABbiotech)

[0284]
b. Materialien

Material Hersteller Katalog# Chargen#
Lipofektamin (LF2000) Life Technologies 11668-019 1112496
OptiMEM Life Technologies 31985-047 3063119
RNAi Lamin A/C selbst 13
RNAi TSG101 688 selbst 65
RNAi Posh 524 selbst 81
Plenvl 1PTAP selbst 148
Plenvl 1ATAP selbst 149
Anti-p24 polclonaler An- | Seramun A-0236/5-10-01
tikérper
Anti-Kaninchen Cy5 Jackson 144-175-115 48715
konjugierter Antikorper
10% Acrylamid Tris-Gly- | Life Technologies NP0321 1081371
cin SDS-PAGE-Gel
Nitrozellulose-Membran | Schleicher & Schuell 401353 BA-83
NuPAGE 20 x Tranfer- Life Technologies NP0006-1 224365
puffer
0,45 pym Filter Schleicher & Schuell 10462100 CS1018-1
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c. Lésungen
Lysepuffer Verbindung Konzentration
Tris-HCI pH 7.6 50mM
MgCl, 5mM
NaCl 150mM
Glyzerin 10%
EDTA 1mM
EGTA 1mM
ASB-14 (sofort vor Verwendung 1%
hinzufiigen)
6 x Probenpuffer Tris-HCI, pH = 6.8 ™
Glyzerin 30%
SDS 10%
DTT 9.3%
Bromphenolblau 0.012%
TBS-T TrispH =7.6 20mM
NaCl 137mM
Tween-20 0.1%
4. Verfahren
[0285]
a. Plan
Tag
1 2 3 4 5
Plattieren der Zel- | Transfektion | (nur | Passagieren der Transfektion Il RNA fur PCR extrahie-
len RNAI) Zellen (1:3) (RNAi und pN- ren (nach Transfektion)
lenv) (12 Uhr)
RNA fir RT-PCR VLPs und Zellen ern-
extrahieren (vor ten
Transfektion)
b. Tag 1

[0286] Plattieren von HelLa SS-6-Zellen in Platten mit 6 Vertiefungen bei Konzentrationen von 5 x 10° Zel-

len/Vertiefung.

c. Tag 2

[0287] 2 Stunden vor der Transfektion ersetze Wachstumsmedium mit 2 ml Wachstumsmedium ohne Antibi-

otika.
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Transfektion I:
RNAi A B
[20uM] OPtiMEM | LF2000-Mi
X
Reaktion RNAi-Na- | TAGDA# Reaktion RNAi [nM] pl (ul) (ul)
me
1 Lamin A/C | 13 2 50 12.5 500 500
2 Lamin A/C | 13 1 50 6.25 250 250
3 TSG101 65 2 20 5 500 500
688
5 Posh 524 | 81 2 50 12.5 500 500

Transfektionen:

[0288] Herstellen des LF2000-Mix : 250 pl OptiMEM + 5 ul LF2000 fiir jede Reaktion.

[0289] Mischen durch 5-maliges Umdrehen. Inkubieren fir 5 Minuten bei Raumtemperatur.

[0290] Erzeugung einer RNA-Verdinnung in OptiMEM (Tabelle 1, Spalte A).

[0291] Tropfenweises Hinzufligen des LF2000-Mix zu der von verdiinnten RNA (Tabelle 1, Spalte B). Mischen
durch vorsichtiges Vortexen. Inkubation bei Raumtemperatur fiir 25 Minuten, zugedeckt mit Aluminiumfolie.

[0292] Tropfenweises Hinzufiigen von 500 ul Transfektionsgemisch zu den Zellen und Mischen durch Hin-
und Herschaukeln.

[0293] Inkubieren tGber Nacht.

d. Tag 3

[0294] Splitten 1:3 nach 24 Stunden. (Ausplattieren von 4 Vertiefungen fir jede Reaktion, aul’er Reaktion 2,
die in 3 Vertiefungen ausplattiert wird).

e. Tag4
[0295] 2 Stunden vor der Transfektion wird das Medium mit DMEM-Wachstumsmedium ohne Antibiotika er-
setzt.
Transfektion Il
A B C D
Reaktion RNAi-Na- | TAGDA# Plas- Plasmid RNAi OPtiMEM | LF2000-Mi
me mid-Reak- | fir2.4 [20uM] fur | () X ()
tio- Plasmid 10nM (pl)
nen(ug/pl | pg (ul)
1 Lamin A/C | 13 PTAP 3 3.4 3.75 750 750
2 Lamin A/C | 13 PTAP 3 25 3.75 750 750
3 TSG101 65 PTAP 3 3.4 3.75 750 750
688
5 Posh 524 | 81 PTAP 3 3.4 3.75 750 750

[0296] Herstellen des LF2000-Mix : 250 pl OptiMEM + 5 pl LF2000 fir jede Reaktion.

[0297] Mischen durch 5-maliges Umdrehen. Inkubieren fiir 5 Minuten bei Raumtemperatur.
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[0298] Erzeugung von RNA+DNA, die in OptiMEM (Transfektion Il, A+B+C) verdunnt ist. Tropfenweises Hin-
zufiigen des LF2000-Mix (Transfektion Il, D) zu verdinnter RNA+DNA, vorsichtiges Mischen durch Vortexen
und Inkubieren fir 1 Stunde, wahrend es mit Aluminiumfolie vor Licht geschutzt wird.

[0299] Hinzufigen von LF2000 und DNA+RNA zu den Zellen, 500 pl/Vertiefung, Mischen durch vorsichtiges
Schaukeln und Inkubieren tber Nacht.

f. Tag 5

[0300] Sammeln der Proben fiir den VLP-Test (ungefahr 24 Stunden nach der Transfektion) durch das folgen-
de Verfahren (Zellen aus einer Vertiefung von jeder Probe werden fir den RNA-Test durch RT-PCR entnom-
men).

g. Zellextrakte

i. Pelletieren der schwebenden Zellen durch Zentrifugation (5 Minuten, 3000UpM bei 40°C), der Uberstand
wird aufbewahrt (Fortsetzen mit Uberstand sofort in Schritt h), verbleibende Zellen werden in das Medium
gekratzt, das in der Vertiefung verbleibt und werden zu dem entsprechenden Zellpellet der schwebenden
Zellen hinzugefligt und fir 5 Minuten, 18000pM bei 40°C zentrifugiert.

ii. Zweimaliges Waschen des Zellpellets mit eiskaltem PBS.

iii. Resuspendieren des Zellpellets in 100 pl Lysepuffer und Inkubation fir 20 Minuten auf Eis.

iv. Zentrifugieren bei 14.000 UpM fiir 15 Minuten. Uberfiihren des Uberstands in ein sauberes Réhrchen.
Das ist das Zellextrakt.

v. Herstellen von 10 pl Zellextraktproben fir SOS-PAGE durch Hinzufligen von SDS-PAGE-Probenpuffer
auf 1 x und Kochen fiir 10 Minuten. Entfernen eines Aliquots der verbleibenden Probe fiir die Proteinbe-
stimmung, um das gesamte anfangliche Ausgangsmaterial zu bestatigen. Aufbewahren des verbleibenden
Zellextraktes bei —-80°C.

h. Reinigung von VPLs aus dem Zellmedium

i. Filtrieren des Uberstandes von Schritt g durch einen 0,45 pm Filter.

ii. Zentrifugation des Uberstandes bei 14.000 UpM bei 40°C fiir mindestens 2 Stunden.

iii. Vorsichtiges Absaugen des Uberstands.

iv. Resuspendieren des VLP-Pellets in heiflem (fir mindestens 10 Minuten auf 100°C gewarmt) 1 x Pro-
benpuffer.

v. Kochen der Proben fiir 10 Minuten, 100°C.

i. Western-Blot-Analyse

i. Laufen aller Proben aus den Schritten A und B auf Tris-Glycin SDS-PAGE 10% (120V fir 1,5 Stunden).
ii. Ubertragen der Proben auf eine Nitrozellulosemembran (65V fiir 1,5 Stunden).

iii. Farben der Membran mit Ponceau S-Losung.

iv. Blockieren mit 10% Magermilch in TBS-T fir 1 Stunde.

v. Inkubieren mit anti-p24-Kaninchen 1:500 in TBS-T uber Nacht.

vi. 3-mal Waschen mit TBS-T fur 7 Minuten bei jeder Waschung.

vii. Inkubation mit dem sekundaren anti-Kaninchen Antikérper cy5 1:500 fir 30 Minuten.

viii. 5-mal Waschen fir 10 Minuten in TBS-T.

ix. Betrachten im Typhoon-Gel Imaging System (Molecular Dynamics/APBiotech) fur ein Fluoreszenzsignal.

[0301] Ergebnisse werden in den Fig. 11-Fig. 13 gezeigt.
2. Beispielhafte POSH RT-PCR-Primer und siRNA-Duplex

[0302]
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RT-PCR Primer

Name Position Sequenz
Senseprimer POSH-271 271 5" CTTGCCTTGCCAG-
CATAC 3' (SEQID
NO:12)
Anti-Sense-Primer POSH-926¢ 926C 5' CTGCCAGCATT-
CCTTCAG 3' (SEQID
NO:13)
siRNA-Dupex:
siRNA-Nummer: 153
siRNA-Name: POSH-230
Position in mRNA 426-446
Zielsequenz: 5' AACAGAGGCCTTGG- SEQ ID NO: 14
AAACCTG 3
siRNA Sensestrang: 5' dTdTCAGAGGCCUUGG- SEQ ID NO: 15
AAACCUG 3
siRNA Antisensestrang: 5'dTdTCAGGUUUCCAAGGC- SEQ ID NO: 16
CUCUG 3
siRNA-Nummer: 155
siRNA-Name: POSH-442
Position in mRNA 638-658
Zielsequenz: 5' AAAGAGCCTGGA- SEQ ID NO: 17
GACCTTAAA 3
siRNA Sensestrang: 5' ddTATAGAGCCUGGAGAC- SEQ ID NO: 18
CUUAAA 3
siRNA Antisensestrang: 5'ddTdTUUUAAGGUCUC- SEQ ID NO: 19
CAGGCUCU 3'
siRNA-Nummer: 157
siRNA-Name: POSH-U111
Position in in RNA: 2973-2993
Zielsequenz: 5' AAGGATTGGTATGT- SEQ ID NO: 20
GACTCTG 3
siRNA Sensestrang: 5'dTdTGGAUUGGUAUGUGA- SEQ ID NO: 21
CUCUG 3
siRNA Antisensestrang: 5'dTdTCAGAGUCACAUACCA- SEQID NO: 22
AUCC 3'
siRNA-Nummer: 159
siRNA-Name: POSH-U410
Position in mRNA 3272-3292
Zielsequenz: 5' AAGCTGGAT- SEQ ID NO: 23
TATCTCCTGTTG 3
siRNA Sensestrang: 5'ddTdTGCUGGAUUAUCUC- SEQ ID NO: 24
CUGUUG 3'
siRNA Antisensestrang: 5'ddTdTCAACAGGAGAUAAUC- SEQID NO: 25

CAAGC 3'

3. Wirkungen von POSH RNAI auf die HIV-Freisetzung: Kinetiken

A1. Transfektionen

1. Einen Tag vor der Transfektion werden Zellen bei einer Konzentration von 5 x 10° Zellen/Vertiefung in 15
cm Platten ausplattiert.
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2. Zwei Stunden vor der Transfektion wird das Zellmedium mit 20 ml komplettem DMEM ohne Antibiotika
ersetzt.

3. DNA-Verdlinnung: fur jede Transfektion werden 62.5 pyl RNAi in 2.5 ml OptiMEM gemafR der nachstehen-
den Tabelle verdunnt. RNAIi-Stammlésung ist 20 uM (empfohlene Konzentration: 50 nM, Verdinnung in Ge-
samtmedium-Menge 1:400).

4. LF 2000 Verdiunnung fir jede Transfektion werden 50 pl Lipofektamin 2000 Reagenz in 2,5 ml OptiMEM
verdunnt.

5. Inkubation der verdiinnten RNAi und LF 2000 fir 5 Minuten bei RT.

6. Mischen der verdinnten RNAi mit verdinnter LF2000 und Inkubation fur 20-25 Minuten bei RT.

7. Hinzufligen des Gemisch zu den Zellen (tropfenweise) und Inkubation fiir 24 Stunden bei 37°C in einem
CO,-Inkubator.

8. Einen Tag nach der RNAI-Transfektion werden die Zellen gesplittet (in komplettem MEM-Medium auf 2
15cm Platten und einer Vertiefung einer Platte mit 6 Vertiefungen).

9. Einen Tag nach dem Splitten der Zellen wird die HIV-Transfektion gemal SP 30-012-01 durchgefihrt.
10. 6 Stunden nach der HIV-Transfektion wird das Medium mit komplettem MEM-Medium ausgetauscht.

*Es ist wichtig die RT-PCR fir POSH durchzufiihren, um den vollstdndigen Knockdown sicherzustellen.
(i) A2. Gesamt RNA-Reinigung.
1. Ein Tag nach der Transfektion werden die Zellen zweimal mit sterilem PBS gewaschen.
2. Zellen werden in 2.3 ml/200 pl (fir 15 cm Platte/1 Vertiefung von einer Platte mit 6 Vertiefungen) Tri-Re-

agens gekratzt (mit sterilen Kratzern) und bei —70°C eingefroren (RNA-Reinigung und RT-PCR wird durch
Molekularbiologieeinheiten durchgefiihrt) Ablagenummer A16 — Proben fir RT.

[0303]
Behandlung Chase-Zeit Fraktion Markierung
(Stunden)
a) Kontrolle = WT 1 Zellen A1
VLP A1V
2 Zellen A2
VLP A2V
3 Zellen A3
VLP A3V
4 Zellen A4
VLP A4V
5 Zellen A5
VLP A5V
b) POSH + WT 1 Zellen B1
VLP B1V
2 Zellen B2
VLP B2V
3 Zellen B3
VLP B3V
4 Zellen B4
VLP B4V
5 Zellen B5
VLP B5V

c) B. Markierung

1. Entnahme des Hungermediums, Auftauen und auf 37°C stellen.

2. Zellen in Wachstumsmedium kratzen und vorsichtig in 15 ml konische Réhrchen (berfihren.

3. Zentrifugieren bei 1800 UpM fiir 5 Minuten bei Raumtemperatur, um die Zellen zu pelletieren.

4. Absaugen des Uberstandes und Stehenlassen des Réhrchens fiir 10 Sekunden. Entfernen des Restes
des Uberstands mit einer 200 pl Pipetman.
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5. Vorsichtiges Hinzufiigen von 10 ml warmen Hungermedium und vorsichtiges Resuspendieren mit einer
10 ml Pipette, hinauf und hinunter, nur umdrehen kénnte das Zellpellet nicht auflésen).

6. Transfer der Zellen in 10 ml Réhrchen und Platzieren in den Inkubator fur 60 Minuten. Eppendorf-Ther-
momixer wird auf 37°C gestellt.

7. Zentrifugieren bei 1800 UpM fiir 5 Minuten bei Raumtemperatur, um die Zellen zu pelletieren.

8. Absaugen des Uberstands und Stehenlassen fiir 10 Sekunden. Entfernen des restlichen Uberstands mit
einem 200 pl Pipetman.

9. Ausschneiden einer 200 pl Spitze vom Ende und vorsichtiges Resuspendieren der Zellen (1,5 x 107 Zel-
len in 150 pyl RPMI ohne Met, aber man muss versuchen nicht ber 250 pl zu kommen, wenn man mehr
Zellen hat) in 150 pul Hungermedium. Uberfihren der Zellen in ein Eppendorfréhrchen und Platzieren in den
Thermomixer. Warten fiir 10 Sekunden und Uberfiihren des Rests der Zellen aus dem 10 ml Réhrchen in
das Eppendorfréhrchen, falls nétig hinzufiigen von weiteren 50 pl, um den Rest der Zellen auszuspiilen (alle
Proben sollten das gleiche Volumen der Markierungsreaktion aufweisen!).

10. Pulse: Hinzufligen von 50 pl an *S-Methionin (spezifische Aktivitat 14,2 uCi/ul), Réhrchen fest ver-
schlie®en und in den Thermomixer geben. Mix-Geschwindigkeit auf die Niedrigste setzen (700 UpM) und
Inkubieren fir 25 Minuten.

11. Beenden des Pulse durch Hinzufligen von 1 ml eiskaltem Chase/Stoppmedium. Réhrchen sehr vorsich-
tig dreimal schitteln und die Zellen bei 6000 UpM fir 6 Sekunden pelletieren.

12. Entfernen des Uberstandes mit einer 1 ml Spitze. Vorsichtiges Hinzufiigen von 1 ml eiskaltem
Chase/Stoppmedium zu den pelletierten Zellen und vorsichtiges Umdrehen, um sie zu resuspendieren.
13. Chase: Uberfilhren aller Réhrchen in den Thermomixer und Inkubieren fiir die benétigte Chase-Zeit
(830:1,2,3,4 und 5 Stunden; 828: 3 nur 3 Stunden). Am Ende der gesamten Chase-Zeit Platzieren der Réhr-
chen auf Eis, Hinzufligen von 1 ml eiskaltem Chase/Stopp und Pelletieren der Zellen fir 1 Minute bei 14.000
UpM. Entfernen des Uberstands und Uberfiihren des Uberstands in ein zweites Eppendorf-Réhrchen. Ein-
frieren des Zellpellets bei —80°C, bis alle Réhrchen fertig sind.

14. Zentrifugieren der Ubersténde fiir 2 Stunden bei 14.000 UpM, 4°C. Sehr vorsichtige Entnehmen des
Uberstands, 20 pl im Réhrchen belassen (markiert als V) und bei —80°C bis zu Ende des Zeitverlauf einfrie-
ren.

***Alle Schritte werden auf Eis mit eiskalten Puffern ausgefiihrt.

15. Wenn der Zeitverlauf voriiber ist werden alle Réhrchen von —80°C entfernt. Lysieren des VLP-Pellets
(von Schritt 14) und des Zellpellets (Schritt 13) durch Hinzufiigen von 500 pl Lysepuffer (siehe Lésungen),
gut durch dreimaliges hinauf und hinunter pipettieren resuspendieren. Inkubieren auf Eis fir 15 Minuten und
Zentrifugieren in einer Eppendorf-Zentrifuge fir 15 Minuten bei 4°C, 14.000 UpM. Entfernen des Uber-
stands in ein frisches Réhrchen. Pellet verwerfen.

16. Durchfiihren einer Immunprazipitation mit anti-p14-Schaf fur alle Proben.

Abschnitt 1.02 C. Immunprazipitation

1. Vorklarung: Hinzufligen von 15 pl ImmunoPure PlusG (Pierce) zu allen Proben. Rotieren fur 1 Stunde in
einem Zyklusgerat bei 4°C, Abzentrifugieren fiir 5 Minuten bei 4°C und Uberfiihren in ein neues Réhrchen
zur IP.

2. Hinzufiigen von 20pl an p24-Protein G zu allen Proben, das mit Perlen konjugiert ist und Inkubieren fir
4 Stunden in einem Zyklusgeréat bei 4°C.

3. Nach den Immunprézipitationen Uberfiihren aller Immunprézipitationen in ein frisches Réhrchen.

4. Perlen einmal mit einem Hochsalzpuffer waschen, einmal mit Puffer mit mittlerer Salzkonzentration und
einmal mit Puffer mit niedriger Salzkonzentration. Nach jeder Zentrifugation nicht die gesamte Lésung ent-
fernen, sondern 50 pl Lésung auf den Perlen belassen. Nach dem letzten Abzentrifugieren den Uberstand
vorsichtig mit einer Ladungsspitze entfernen und ~ 10 pl Lésung belassen.

5. Hinzufligen von 20 pl 2 x SDS-Probenpuffer zu jedem Rdhrchen. Aufheizen auf 70°C fur 10 Minuten.

6. Proben werden auf 10% SDS-PAGE aufgetrennt.

7. Gel wird in 25% Ethanol und 10% Essigsaure fir 15 Minuten fixiert.

8. AbgieRen der Fixierungsldésung und durchtréanken der Gele mit Amplify-L6sung (NAMP 100 Amersham)
fur 15 Minuten.

9. Trocknen der Gele auf einer Warmeplatte (60-80°C) unter Vakuum.

10. Exponieren der Gele auf einem Screen fur 2 Stunden und scannen.
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4. Effekt von siRNA gegen menschliches POSH auf die Produktion von infektiésem Virus aus HelLa-Zellen

[0304] Der folgende Plan ist gemal dem Standard siRNA-Transfektionprotokoll: Plan:

Tage
1 2 3 4 55
Hela-Zellen aus- RNA. transfizieren | hoch splitten (1:3) | siRNA+HIV-1,,, Virus ernten und
plattieren transfizieren Infektiositatstest

starten, Proben fiir
Western-Blot ent-
nehmen

[0305] Als siRNA wurde das Folgende verwendet:
—#13 (= Laminkontrolle)
— #153 (=menschliche POSH Ub-Ligase)

Tag 3 (ein Tag nach den ersten siRNA-Transfektionen):
— HelLa-Zellen wurden geerntet, nochmals 1:3 in frischem DMEM gesplittet und in T75 Flaschen geimpft.
Tag 4:

— Medium wurde entfernt, frisches DMEM-Medium wurde hinzugefligt und die Zellen wurden nochmals, in
Kombination mit einer der folgenden HIV-1-Expressionsplasmide, mit siRNA transfiziert:
— Env- (HIV-1,.,.; (Adachi et al., 1986) mit Deletion im env-Gen, erlaubt die Expression von Env nicht, aber
die von anderen HIV-1 Proteinen), und VSV-G (CMV-getriebener Expressionsvektor fir vesikulares-Stoma-
titis-G-Protein). Diese Kombination erlaubt Einzelrunden-Infektion, da Nachkommenviren nach Infektionen
mit VSV-G Pseudotypisierten Viren frei von Env-Glycoproteinen sind.
— Env+(HIV-1, ,., Wildtyp) fir mehrfache Infektionsrunden.

[0306] Beachte: Beide Konstrukte Env— und Env+ enthielten EGFP und wurden in den offenen nef-Leserah-
men von HIV-1,, ., cloniert. Auf diese Weise kdnnen alle transfizierten Zellen oder infizierte Zellen mit aktiver
Virus-Genexpression durch Autofluoreszenz nachgewiesen werden (basierend auf T. Fukunori et al. 2000,
Lenardo et al., 2002).

[0307] Zur Kontrolle wurde eine T25 Flasche mit GFP-N1 transfiziert (ein CMV-Expressionsvektor fir einfa-
ches GFP).

Tag 5:

— Die Transfektionseffizienz wurde durch Zahlen der fluoreszierenden Zellen in der GFP-N1 transfizierten
Kultur unter Verwendung von FACS-Analyse geschatzt.

Tag 5,5:

— 36 Stunden nach der zweiten Transfektion wurde Virus geerntet. Virus Stocklésungen wurden wie folgt
erzeugt: HeLa-Zellen wurden abgekratzt und Virus-enthaltende Uberstande wurden durch Zentrifugation
geklart (1.000 x g, 5 Minuten) und durch einen Filter mit 0,45 pm PorengréRe filtriert, um verbleibende Zel-
len und Zelltrimmer zu entfernen. Stocklésungen wurden aliquotiert und bei —-80°C eingefroren. Fiir bioche-
mische Analysen wurden Virionen von Aliquots der Uberstéande pelletiert (99 Minuten, 14.000 UpM, 4°C)
und lysiert (gemaR Ott et al., 2002). Proben von Zellen und Virusfraktionen wurden durch Western-Blot un-
ter Verwendung von anti-CA-Antikérpern analysiert.
— Fur einen Infektiositatstest wurden serielle Verdiinnungen von Virusstocklésungen in RPMI-Medium er-
zeugt und verwendet, um Jurkat-Zellen zu infizieren.
— 3 Tage nach der Infektion wurde der Prozentsatz an infizierten Zellen in parallelen Kulturen durch
FACS-Analysen geschéatzt. Alle Infektionsexperimente wurden in 3 parallelen Kulturen in Platten mit 96 Ver-
tiefungen angesetzt (basierend auf Bolton et al., 2002).
— Zur Kontrolle wurde eine Kultur mit Zellkulturiiberstand aus Zellen inkubiert, die mit GFP-N1 infiziert wa-
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ren. Keine fluoreszierenden Zellen wurden nachgewiesen, was die Abwesenheit von unspezifischer Far-
bung auf Zellen mit GFP von den Virus-Erzeugerzellen beweist.

[0308] Bemerkung: Wahrend der Virusproduktion wurde kein toxischer Effekt (anders als manche mit HIV in
Zusammenhang stehende cytopathische Effekte) in mit menschlichem POSH-transfizierten Kulturen beobach-
tet, wenn es mit Lamintransfizierten Kulturen verglichen wird.

[0309] In Fig. 19 gezeigte Ergebnisse demonstrieren, dass der Knockdown von POSH in Vier-Log-Reduktion
von HIV-1-Infektiositat resultiert.

5. Effekt des Knockingdown von menschlichem POSH auf PTAP- und PPEY-vermittelte Virusfreisetzung

[0310] Am ersten Tag des Experiments wurden HelLa SS6-zellen in eine Platte mit 6 Vertiefungen mit 5 x 10°
Zellen/Vertiefung ausplattiert. Die Zellen wurden am zweiten Tag mit LF2000-Reagens und mit den folgenden
RNAis transfiziert: Lamin, TSG101 und hPOSH (50 nM/Vertiefung). Am dritten Tag wurden die Zellen 1:2 ge-
splittet. Die Zellen wurden am vierten Tag wieder (mit LF2000-Reagens) mit einer unterstiitzenden Dosis (10
nM/Vertiefung) der gleichen RNAis und DNA (1 pg/Vertiefung) transfiziert: Lamin mit PTAP, Lamin mit ATAP,
Lamin mit PPEY, TSG101 mit PTAP, TSG101 mit PPEY, TSG101 mit ATAP, hPOSH mit PTAP, hPOSH mit
PPEY und hPOSH mit ATAP. 24 Stunden spéter wird der Uberstand von VLPs zentrifugiert und Protein aus
den Zellen extrahiert. Alle Proben werden auf ein 12% Tris-Glyceringel geladen, auf eine Nitrozellulosemem-
bran transferiert und mit ap24 inkubiert.

[0311] Ergebnisse, die in Fig. 20 gezeigt werden, demonstrieren, dass der hemmende Effekt der viralen Frei-
setzung des Kockingdown des menschlichen POSH unabhangig vom spezifischen HIV L-Domanenmotiv ist.
Mit anderen Worten scheint menschliches POSH sowohl bei der PTAP- als auch bei der PPEY-vermittelten vi-
ralen Freisetzung wichtig zu sein. Das deutet darauf hin, dass die Hemmung der menschlichen POSH-Men-
ge/Aktivitat moglicherweise gegen die Hemmung der Infektiositat von irgendeinem Virus wirksam sein kann,
das PTAP oder PPEY-Motive enthalt. HIV (enthalt PTAP) und Ebolavirus (enthélt PPEY) sind Beispiele von sol-
chen Viren.

6. Effekt von RING und SH3-Deletionen auf HIV-1-Freisetzung

[0312] HeLa-Zellen wurden sequentiell transfiziert (innerhalb von 48 Stunden) mit einem Deletionskonstrukt
von menschlichem POSH und pNLenv-1. Die in diesen Experimenten verwendeten Deletionskonstrukte wa-
ren: dRING (RING-Doméanendeletion), dSH,4 (4. SH,-Doméanendeletion), dSH,1 (1. SH,-Doméanendeletion)
und dSH,3 (3. SH,-Doménendeletion). Als Kontrolle wurden Hela-Zellen auch sequentiell mit Schein- und pN-
Lenv-1, bzw. Schein- und pNLenv-1ATAP transfiziert. 24 Stunden nach der Transfektion wurden die Zellen Pul-
se-Chase-Studien unterzogen. Virale Proteine wurden aus den Zelllysaten immunprazipitiert und die pelletier-
ten Virionen wurden durch SDS-PAGE aufgetrennt und durch Fluorographie analysiert. Positionen der beiden
Haupt-CA-Produkte, p24 und p25 werden durch Doppelpfeile angezeigt. Die Rate von Pr55-Prozessierung
wurde durch Berechnung der Rate von CA im Vergleich mit Pr55 berechnet, das intrazellular bei unterschied-
lichen Zeitpunkten nachgewiesen wurde. Die in Eig. 21 gezeigten Ergebnisse zweigen, dass RING-Deletion in
hPOSH, verglichen mit ATAP-Mutantenkontrolle, zu einer vollstandigen Hemmung der Sprossung fiihrt. Die
SH,4-Doméanendeletion hat den gleichen Effekt wie die RING-Deletion.

7. In vitro Test von menschlicher POSH-Selbst-Ubiquitinierung

[0313] Rekombinantes hPOSH wurde mit ATP in der Anwesenheit von E1, E2 und Ubiquitin, wie in jeder Spur
angezeigt, inkubiert. Nach Inkubation bei 37°C fir 30 Minuten wurden die Reaktionen durch Hinzufligen von
SDS-PAGE-Probenpuffer beendet. Die Proben wurden anschlief3end in einem 10% Polyacrylamidgel aufge-
I6st. Die aufgetrennten Proben wurden dann auf Nitrozellulose Gbertragen und einer Immunblotanalyse mit ei-
nem anti-Ubiquitin-polyclonalen Antikdrper unterzogen. Die Wanderungsposition der Molekulargewichtsmar-
ker wird rechts angezeigt.

[0314] Poly-Ub: Ub-hPOSH-Konjugate, die als hohe Molekulargewichte nachgewiesen werden, werden nur

in Reaktionen herangezogen, die E1, E2 und Ubiquitin enthielten. hPOSH-176 und hPOSH-178 sind ein kur-
zes und ein langes Derivat (jeweils) von bakteriell exprimierte hPOSH; C, Kontrolle E3.
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Artikel Il. Ziel
1. Test-ur-Nachweise mit einer Ur-Kette als Funktion von E3 (HRD1) und POSH selbst-Ubiquitinierung.
2. Test Boston Biochem Reagenzien.
Artikel 1ll. Materialien

1. E1-Rekombinante aus Baculovirus

2. E2 Ubch 5c aus Bakterien

3.Ub

4. POSH#178 (1-361) gst fusionsgereinigt aber abgebaut

5. POSH#176 (1-269) gst fusionsgereinigt aber abgebaut

6. hsHRD1 I6sliche Ring-enthaltende Region

5. Buffer x 12 (Tris 7,6 40 mM, DTT 1 mM, MgCl, 5 mM, ATP 2um)

6. Verdinnungspuffer (Tris 7,6 40 mM, DTT 1 mM, Ovalbumin 1 ug/pl)

[0315]
Protokoll
0.1pg/lul | 0.5pg/lyl | Sug/lul 0.4pg/lyl | 2.5ug/lyl | 0.8ug/lul
E1 E2 Ub 176 178 Hrd1 Bx12

-E1 (E2+176) | ————-- 0.5 0.5 1 || 10
-E2 (E1+176) L 0.5 1 || 9.5
-ub (E1+E2+176) 1 05 | - 1 || 9.5
Sektion 3.01 1 0.5 0.5 L R 9
E1+E2+176+Ub
-E1 (E2+178) | - 0.5 05 | - L 10
-E2 (E1+178) 1T ] 05 | - L A 9.5
-ub (E1+E2+178) 1 05 |- | 1| 9.5
Artikel IV. 1 0.5 05 | - 1| - 1 9
E1+E2+178+Ub
Hrd1,E1+E2+Ub 1 0.5 05 | - | - 1 8.5

1. Inkubieren fiir 30 Minuten bei 37°C
2. Laufen auf 12% SDS-PAGE-Gel und Transfer auf Nitrozellulosemembran
3. Inkubation mit anti-Ub-Antikérper

[0316] Die in Fig. 22 gezeigten Ergebnisse demonstrieren, dass menschliches POSH Ubiquitinligaseaktivitat
aufweist.

8. Co-Immunprazipitation von hPOSH mit myc-tagged aktivierten (V12) und dominant-negativen (N17) Rac 1

[0317] HeLa-Zellen wurden mit Kombinationen von myc-Rac1 V12 oder N17 und hPOSHdelRING-V5 trans-
fiziert. 24 Stunden nach der Transfektion (Effizienz 80% wie gemessen durch GFP) wurden die Zellen gesam-
melt, mit PBS gewaschen und in hypotonischen Lysepuffer aufgeschwollen (10 mM HEPES pH = 7,9, 15 mM
KCI, 0,1 mM EDTA, 2mM MgCl,, 1 mM DTT und Proteasehemmer). Die Zellen wurden durch 10 Schlage mit
dem Dounce-Homogenisator lysiert und bei 3000 x g fiir 10 Minuten zentrifugiert, um Uberstand (Fraktion 1)
und Kerne zu ergeben. Die Kerne wurden mit Fraktion 2-Puffer gewaschen (0,2% NP-40, 10 mM HEPES
pH-Wert = 7,9, 40 mM KCI, 5% Glyzerin), um periphere Proteine zu entfernen. Kerne wurden herunter zentri-
fugiert und der Uberstand gesammelt (Fraktion 2). Nucleare Proteine wurden in Fraktion 3-Puffer (20 mM HE-
PES pH-Wert = 7,9, 0,42 M KCl, 25% Glyzerin, 0,1 mM EDTA, 2 mM MgCl,, 1 mM DTT) durch Rotieren fir 30
Minuten im kalten eluiert. Unldsliche Proteine wurden bei 14.000 x g herunter zentrifugiert und in Fraktion
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4-Puffer (1% Fos-Cholin 14, 50 mM HEPES pH-Wert = 7,9, 150 mM NaCl, 10% Glyzerin, 1 mM EDTA, 1,5 mM
MgCl,, 2 mM DTT) aufgeldst. Die Halfte des Gesamtextraktes wurde gegen Protein A-Sepharose fiir 1,5 Stun-
den vorgeklart und fir eine IP mit 1 pg anti-myc (9E10, Roche 1-667-149) und Protein A-Sepharose fir 2 Stun-
den verwendet. Immunkomplexe wurden ausgiebig gewaschen und in SDS-PAGE-Probenpuffer eluiert. Gele
wurden gelaufen und die Proteine wie in Fig. 23 zum Immunblot auf Nitrozellulose elektro-transferiert. Endo-
genes POSH und transfiziertes hPOSHdelRING-V5 wurden als ein Komplex mit Myc-Rac1 V12/N17 prazipi-
tiert.

9. Knockdown von hPOSH schlief3t HIV-Viruspartikel in intrazellularen Vesikeln ein.

[0318] HIV-Virusfreisetzung wurde durch Elektronenmikroskopie nach siRNA und Volllangen-HIV-Plas-
mid-Transfektion (welchem, die fiur die Hille codierenden Region fehlt) analysiert. Reife Viren werden durch
Zellen sezerniert, die mit HIV-Plasmid und nicht-relvanter siRNA infiziert sind (Kontrolle, unteres Feld). Knock-
down von Tsg101 Protein resultierte in einem Sprossungsdefekt, die Viren, die freigesetzt wurden, wiesen ei-
nen unreifen Phanotyp auf (oberes Feld). Knockdown von hPOSH-Mengen resultierte in der Akkumulation von
Viren innerhalb der Zelle in intrazellularen Vesikeln (mittleres Feld). Die in Fig. 24 gezeigten Ergebnisse deuten
darauf hin, dass die Hemmung von hPOSH HIV-Viruspartikel in intrazelluldren Partikeln einschlief3t. Nachdem
die Anreicherung von HIV-Partikeln in der Zelle den Zelltod beschleunigt, zerstort die Hemmung von hPOSH
daher ein HIV-Reservoir, indem es die mit HIV infizierten Zellen totet.

10. POSH liegt an zwei Stellen, eine in den Kernen und eine im Golgi (C). Nach der HIV-Transfektion wird die
Rekrutierung von POSH in den Golgi verstarkt (D)

[0319] HelLa- und 293T-Zellen werden mit pNenv-1 transfiziert. 24 Stunden nach der Transfektion wurden die
Zellen mit primaren Antikérpern gegen POSH, gemeinsam mit entweder anti-p24 Gag (B) oder einem der Or-
ganellenmarker wie folgt inkubiert: BiP — endoplasmatisches Retikulum (Daten nicht gezeigt), GM130- Golgi,
(C,D) Nucleoporin-Kernmatix (E, F) und Histon H1- Nucleus (Daten nicht gezeigt). Zwei unterschiedliche Flu-
oreszenz-markierte sekundare Antikdrper wurden verwendet. Spezifische Signale wurden durch Laser-Scan-
ning konfokale Mikroskopie erhalten und einzelne Signale wurden Ubereinander gelegt, um ihre relativen Po-
sitionen zu bewerten. Wie in Fia. 7 gezeigt, liegt POSH (A) im Nucleus und co-lokalisiert teilweise, nach der
Transfektion aulRerhalb des Nucleus, wahrscheinlich in die Kernmatix (B), mit dem HIV-1 Gag.
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SEQUENZPROTOKOLL

<120> POSH Nucleinséure, Polypeptide und darauf bezogene Verfahren

<130> PC/P12555EP

<140> EP02257796.9
<141> 11.11.2002

<150> 10/293965

<151>12.11.2002

<150> 60/345846
<151> 09.11.2001

<160>35

<170> Patentln Version 3.2

<210>1
<211> 2667
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 1

atggatgaat cagcottgtt ggatcttitg

gcttetgega
gtaggttcte
gaggagette
tggalacety
agcagcactg
cctegggtge
gegttataca
atcatitige
ggctrIttce
tgcaaagcac
Tttgcaaagg
atgetggcag
aagcagctga
tcggcagcag
aagcggcact
cgceactcca
gcacggatca
-accaccgagy
actrreccat

ceacceecte

aggtcttgee
gazatgaact
ccagtaacat
gtcctgstog
tggctaattg
aatrcctogag
actatgaago
gaagacaagt
cecaccaactt
tttatgactt
atgatgttct
acaaaatagg
tagaatggga
cccagageag
ccrrcacrte
tggagatcag
gcgagetgtc
taattgtgac
cagatgricc
tectggetge

trgccageat
cagatgtccc
cttgoctggtc
gagaagtugg
tagctcaaaa
cececeagtg
aaaagagect
ggatgaaaat
tgtgcagatt
tgaagtgaaa
gactgtgatc
aatatricca
taagoctect
cactgeccca
cetecactatg
cCececLgte
tgggetctee
ceegeeeoca
ctaccaager

cactgtectt

gagtgtccgg
acgttttéca
gagtgcagga
agacttctgg
accaactgca
gatctgcaga
aggggtatac
ggagacctrta
tggtaccatg
attaaaccgt
gacaaggaag
cgaagagrgg
attitcatatg
gtgccaggag
aagcactecg
gccaacaagt
crcatcaget
tgcagtgeec
agcageccag
gcecttggaa

gcerccacac
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tgtgtctaga
agcgatgttt
ctettgttagy
atggcatcaa
caaatgecatt
goreccangy
cteagttace
aatrcageaa
gggaagtcaa
taccrcagee
cagacaaaga
atgaaaactyg
ttgagtttaa
trgatgetag
acaccaagaa
ccteccaggeo
ccagcaaccc

cttctcaggt

gcgecttgat
getggggatc
ctcgggtgtc
acagaggeet
aagotcrcag
cggacagcag
atgtgccaaa
aggcgacatc
togaatccat
cccaccteag
t‘tgccttcca
goctgaagga
ctcggetget

agaatgrtcc

gaacaccaaa
atcccagaac
cactgctget
tcatataagt

tgacaactgg CCCCTegitt

crrtgaates toctcttcea

caccaggege caccgecgee

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020

1080

1140

1200

1260



gergetgctg
ttacggoege
gaggatgaac
ggctagtteca
gtggcaccag
gctggecaga
cagaagctec
fcaglagete
argacagtca
cecacggeay
gtgggecigt
geecacgeaca
getgrrocac
cggatagrga
gogaacagtt
zagttgettt
accctagaag
ctgccaccag
gtcacgacty
tecoctggact
ccrgtertga
ccrectcaga
aaacgagagg
ccaggaaget
<210> 2

<211> 888
<212> Protein
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ctggaatggy accgaggoce atggeaggat

agactegece
tagagctgag
aagggacate
tcacaagggc
caagtcggag
agggaaatgy
acatccagac
accaggeecg
cagtgacace
cecatcacte
crgotgecat
fgacttccee
ccgtrcrece
cagcaaccaa
crggegeete
tggagctogg
gaggiggeca
cagtggcagg
ccgeagrice
atgagtctag
gtgaggcaga
atggcrggtt
tigtggaaaa

<213> Homo sapiens

<400> 2

cagtgtgtat
aaaagoggag
catgcatacc
ggtgacaaat
agtgaccatg
cgtggetyag

aagtcctcag

caatgctgtg
catccaggta
getgygcctec
cagtatcagt
aagratcacc
tggacLcece
accagacaag
cactaaacgq
cagtgcagag
tggcagggca
agcagccctg
catcgetcea
accrgregrt
acttgaacty
caaaggcaca

catatga

get Asp Glu Ser é?& Leu Leu ASp

Glu Arg Leu gap Ala ser ala Lys

Cys Lys ggg Cys teu Leu Gly igg val Gly Ser arg ggn Glu Leu Arg

gttgctatat
atgtttttag
agcaagatag

gettcecaag

gtcagtcctt
agtcccagty
gctaaggtct
aggacagity
cagaatgeeg
ccacaacctg
cgagecagty
agtgertctc
acatctccty
gatagcaaaa
azgeeecgeg
ctrcctctec
ggctectgec
gcccaggatg
cctectogec
tgtgaaagge
aaagaaygag

ttacaacgta

Leu Leu Glu Cys Pro val ggs Leu

10

val Leu Pro Cys 6In His Thr Phe
25 30
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cecactgacca
atcratacac
tgrttgagey
gggrrrreece
ctaaagtecc
ccacgucagy
ttgteoocge
tgrigcacat
tagcgeacaa
ceggeotcag
cagcototgat
ceectctgac
tggaggcigs
acagtgrite
aagaaaaaaa
tgrcteotee
a2gggagcggt

ctgtggacgg
cttttcatag
aggeetgtic
acagggtggt
atattgtgtt
atgggaaaac

gatrgcacat
tooteggaaa
crgocaggat
tggcaattat
targtctaca
agggcecetgec
agctgtagta
gacggggcaa
Lcaggaalgl
ccetgeatet
gccaggttca
cigtgcagca
gccecagtgge
atcagetigt
gggtrtgiig
ageategeee
ggggacccgaa
ggacggaccy
gaaggcaagt
ctcecrgggt
ggtttecctat
tgticataas
tggeerrte

1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2349
2400
2460
2520
2580
2640
2667
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Cys Pro Glu Cys Arg Thr Lgu val Gly Ser Gly ;SI Glu Glu Leu Pro
50 5

Ser Asn Ile Leu Leu
65
Trp Lys Pro Gly Pro
' 85
Leu Arg Ser Gln Ser
100
¢In ser Ser GIn Gly
115
pro val Arg Gly 1le
130 g

Tyr Glu Gly Lys Glu

145

Ile 1le Leu Arg Arg
165

Asn Gly Ile His 61
y 180 Y

Pro Glin Pro
195 .

Pro Leu

val Lys

ASp Lys Glu
210 Py

Asp val Leu Thr val

225

met teu Ala Asp Lys
245

Asn Ser Ala Ala Lys
260

Gly val asp Ala Gly
y 275

Ala pro

Lys Ris ser
290

the Thr
305

ser Leu Tthr

val
70

Arg Leu
Gly Gly Gly
ser Thr val

gln GIn
120

Gly

Gin Lew
135

Pro

Pro

Gly Asf
150 y AsP

Gln val Asp
phe rhe Pro

Pro Gln
200

Pro

Ala Asp Lys

215

Ile

Arg Arg
230

1le Gly 1le

Gin Leu Ile

Glu Cys ser

280

ASp Thr LYS
295

et Ala Asn
310

Lew
Ser
Ala
105
Pro
Pro
Len
Glu
Thr
18%
Cys
Asp
val
Phe
Glu
265

Ser

Lys

Lys Ser §§g ¢In Ala Ser Gln Asn

asp Gly tle tys Gin Arg Pro
? 75y Y 80

G1y‘Thr.

Asn Cys Thr asn Ala
S0 a5

Asn Cys Ser Ser Lys Asp Leu
110

Arg val Gln Ser Trp Ser Pro
125

Cys Ala Lys ala Leu Tyr Asn

140

Lys #he

ser Lys Gly Asp Ile
155 160

Asn Trp

v Tyr His Gly Glu val
170 175

Asn phe val GIn Ile Ile Lys
190

Lys ala Leu Tyr Asp phe Glu
205

Pro pPhe Ala Lys ASp

Cys Leu
Y 220

Asp Glu

Asn Trp Ala Glu Gly
235 240

Pro 1le

ser Tyr val Glu Phe
250 255

Trp AsSp Lys Pro Pro val Pro
pAsE LY 270
Alz ala Ala ggg ser ser Thr

Asn Thr Lys Lys Arg His Ser
300

320
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Arg His
Pro Thr
Ala Pro

Pro Pro
370

Asp val
385

Pro Pro
ala The
Gly ser

val Tyre
450

Glu Leu
465

Gly Trp
| Pro Gly
6ln Ala

Thr Met
530

Gly Asn
545

ser Ala

met Thr

ser

Ala

ser

fro

Pro

Ala

Thr

435

val

Arg

the

Asn

Lys

5158

val

Gly

Ala

Gly
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Met 6lu Ile Ser Pro Pro val Leu Ile Ser Ser Ser Asn
330 335

325

aAla ala arg
340

Gin val His
ser pro val

Tyr Glin Ala
380

Leu teu Ala
405

Ala ala ala
420

Asp Gin Ile
ala 1le Tyr

tys Gly G6lu
Y y-470

Lys g?y Thr
Tyr val Ala
val Pro met
ser Pro Ser

val Ala Gly
550

His Ile Gln
565

GIn Met Thr
580

Ile

Ile

Thr

375

ala

ala

ala

Ala

Pro

et

Ser

Pro

ser

Thr

535

ser

Thr

val

Ser

ser
360
Thr
Leuy
The
ala
His
440
Tyr
Fhe
Met
val
The
52
Ala
Pro

ser

Ash

Glu
345

Thr

Gly

Gly

val

Gly

Leu

Thr

Lew

His

Thr

505

ala

Gly

Ser

Pro

Glin
585

Leu Ser Gly Leu ggs Cys Ser

Thr Gly Leu %%g.va1 Thr Pro

pro ser Phe Thr phe Pro Ser
280

Thr Leu Asn Pro Pro Leu Pro
395 400

teu ala ser Thr Pro Pro Gly
410 415

#et Gly Pro Arg Pro Met Ala
430

aArg Pro Gan-zgg Arg Pro ser

Pro Arg Lys Glu Asp Glu Leu
9 460 P

val prhe GTu Arg Cys Gln Asp
475 480

Thr Ser Lys Ile Gly val phe
430 495

arg Ala val Thr Asn Ala ser
510

Gly GIn Thr ggg Arg Gly val

Gly Pro Ala GIn Lys teu Gin
540

val val pro Ala Ala val val
555 560

GIn Ala Lys val Leu Leu #His
570 575 '

Ala Arg Asn ala val Arg Thr
590 '
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val

GIn

Ala
_A?&
ser
Ley
Ala
705
LyYS
Pro
Leu
Arg
val
785
ser
Ser

Arg

Glu

Ala

val

610

His

Thr

Cys

Leu

Pro

690

Thr

Leu

Ala

Gln

Ala

770

Ala

Leu

ser

Wis

Leu
850

Ala

595

Gin
ser
His

Ala

Lys
Leuw
Ser
Gly
Gly
Gly
A‘sp
Leu
Arg

Lys

uis

Asn

Leu

The

Ala
660

1 Ala
5

Ser

Pro

Ser

Pro

740

ala

ser

Ala

sar

Glu
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Asn Gln
Ala Ala

Ala ser
630

Ala Ala
£45
aAla ala
Glu Pro
Pro Asp
ASp LYS
P 710
Gly ala
72%
Thr Leuy
val Gly
Cys Pro
Ala Leu
790
Ala val
805

pro val

- val val

Gly Asp

Glu Arg
G00
Gly Leu
615
pro Gln
ite Ser
Pro Leu
ser Gly
680
Ser Ala
685
ASp Ser
ser Thr
Glu val
Pro Glu
760

val asp

775

ala Gin

Pro ﬂe

Leu Asn

Ser Tyr
840

Ile val
835

pro Thr Ala Ala val thr
605

ser Pro ala Ser val Gly
620

Pro ala Prp Léeu Met Pro
B35

1le ser Arg Ala Ser ala
650

Thr ser pro Ser Tle Thr
665 670
arg Ite val vhr val Leu
685
sep sep ala Cys Gly asn
700
Lys Lys 6lu Lys Lys Gly
715
Lys Arg Lys Pro arg val
Y 738 y
Glu teu Gly Ser ala Glu
745 750
Leu Pro Pro Gly 6ly Gl
Y 765 Y
a1 Gly pro val Thr
¥ Asp Y 780

As;i Ala phe His Arg Lys
795

Ala Pro Pro Pro Arg Gin
810

Glu Ser Arg Pro val val
830

825

Pro 1le
Ley ser

Gly ser
y 640

Pro Leu
555

ser Aala
Pro Gly
ser ser
Ley Leu

720

ser Pro

735

Ley Pro

His Gly

Thr Ala

Ala Ser
800

Ala Cys
815

Cys Glu

Pro Pro Gin Ser glg Ala 6lu Leu

rhe val His Lys Lys Arg Glu Asp
860
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Gly Trp Phe Lys Gly

865
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Pro Gly Ser Phe ggg Glu Asn Ile

<210> 3
<211> 5128
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 3
ctgagagaca

grrgrgyggc
gttacatgag
agtaaagtayg
tCcrtagagegc
atgtrtgcry
tgriguctcy
catcaaacag
tgcattaagg
ccagggcgga
gttaccatgt
cagcaaaggc
agtcaatgga
tcageeccea
caaagattge
aaactgogcet
gtrtaacteg
tgctggagaa
Caagaagaac
ccaggeatec
caaccccact
tcaggtrtcat
aactggccec
gaatcctect
aggcgecace
tgaccagatt

aracactect

ctgcgagegg
cgegaacaaa
tecatrrraag
ataaagatgg
crrgatgctt
gogatcgtag
ggtgrcgagg
aggcctigga
tctcagagea
cagcagecte
gccaaagegt
gacatcatca
atccatgget
ccteagtgea
crtccatttyg
gaasggaatgc
gctgoraage
tgttectegg
accaaaaage
cagaaccgec
getgetgeac
ataagtracca
tegrrtactt
cticcaccac
geecgeocgety
gcacatttac

cggaaagagg

Cgagcgeggt
paggaggage
ggatgcacac
atgaatcage
ctgcgaaggt
grrctogdad
agctreecag
aaccrggrec
gractytggc
gggrgcaate
tatacaacta
ttttgcgaag
tttrccccac
aagcactrtta
caaaggatga
tggcagacaa
agctgataga
cagcagcceca
ggcactccet
acrccatgga
ggatcagcga
ccgggrtaat
teccatcaga
ccocctctect
ctgctgctag
ggcegcagac

atgaactaga

ggogccgeat
cgaggcgeyga
aactatgaac
cttgttogat
cttgecrrge
tyaactiaga
taacatcttyg
tggtgaggga
taattgtadc
Ctggaglcco
tgaaggaaaa
acgaagtggat
caactttgtg
tgactitgaa
tgrictgact
aataggaata
atgggataag
gagcagcacty
éaCttccctc
gatcagccec
gctgtctggg
tgtgaccecy
rtgrtccctac
ggctgecact
aatgggaccy
tcgccccagﬁ

gctgagazaa
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Thr Leu GIn Arg Asn Gly Lys Thr Gly Leu phe
870 875 j

ctgcatcage
gagcaaagtc
attrcrgaag
crrttggagt
cagceatacgt
TglLcccgagt
ctggtcagac
agrgggacca
tcaaaagatc
<cagtgagqag

gagccrggag
gaaaatrtggt
cagattatta
gtgaaagaca
grtgatccgaa
trrecaattt
cetectgrge
gecccasagc
acratggeca
cctgtectea
¢crcrectgea

cceccaagea

880

gcgeecgeagec
tgazatggat
agrrtLrcte
grccggtaty
trtgcaagcy
geaggactct
trctggatqgg
actgcacaaa
tgcagagerc
gtataccica
accrraaatt
accatgggga
aaccgtrace
aggaagcaga
gagtggatga
carargtrtga
caggagttga
actcegacac
acaagrcctce
tcagetecayg
gtgcoceettc

gecceagrgac

caagctgeoc ttggaacttt

gtccttgect ccacaccace

aggeccatgy caggatccac

gtgtatgttg ctatatatce

agogagatgt tittagrgtrt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
800
960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620



tgagegetge
trrecetgge
agtccctatg
ggcagga0gy
cecegeaget
gcacatgacg
gracaaccag
cereagccer
tetgatgeca
tetggectot
ggcrgagece
tgcttcatea
aaaaaagggt
tectocagea
agcggtagag

ggacggagac

tcataggaag
crygtrertec

ggtygtagtt
tgrgrrigtt
gaaaactggc
aagcttaaaa

trgtggacty

agcacagtta
artcggatgt

Ttritrtaag

crtttttaaza
attattaatt
agattegter
atttrggogt

trctttggoa
cagaaacttg
cctgaagace

ctgaaacaat

caggatggct ggttcaaagg gacatccatg
aattatgtog caccagtcac aagqgcggtg
tctacagctg gecagacaag tcggogagtg

cetgoecaga
gtggtatcag
gggcaaatga
gaacgcecca
gcatctgtgy
ggctcageea
geagcagoty
agtggccgga
gcrigrggga
ttgttgaagt
tcgeccaccee
coccgaactgl
ggaccggtca
graagttece
rtongtertg
tcetatectce
cataaaaaac
crrrcccag
tcacttcaca
ccagatggtc
ccccagegag
ataaggtotg
atatatgact
cttgaacttt
tatgasatga
tgacatagag
tatgrittge
aaccaaacat
agagaagaga

tagtcctcaa
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agcrecagng aaatgacgty

cagctcacat
cagrcaacca
cggcagcagt
gretgtecey
cgracactge
ctecactgac
tagtgaccgt
acagttcagce
tgcrrtoetgg
tagaagtgga
taccaggagg
cgacrgcagt
tggactccgc
rerTgaatga
ctcagagtyga
gagaggatgyg
gaagottrgt
caacaaagta
aggagatgag
cagagtgaag
cettgtacty
aaaatggaca
tcgrataata
taggtaagga
tgaatgcatt
ttctttaaga
acaaatgaat

agttagtgat

ceagacaagt
ggcecgeaat
gacacccate
tcactegetg
Tgccatcagre
ttcoocaage
tctecectgga

dacCaaacra

gtctagacee
ggcagaactt
ctggttcaaa
ggaaaacata
gcacaaagea
caaaggattg
aagatgritg
tctgatttac
atrgrttaca
gatacgttct
gaagctggar
tteeectete
tagaaatcee
cagtatcaat

LCCCTCECTEY

cataccagea
acagargery
accatggrea
gctoggagte
cetecagncta
gctgtgagga
caggracaga
gecteeecac
atcagrcgag
atcaccagtg
ctccccacat

gacaaggata

tgectecact aaacggaage
gctgggeagt
tggeeatgge
ggcaggagca
agttcccate

gcagagettc
agggcagget
geeerggeee
gcrecaccte
gtcgttroty
gaacttraaag
ggcacattac
tgaggagact
gtttaacaga
gtatgtgact
tgtgggttit
tacacagaqga
aggertaact
ttggattatg
tatcroctgtr
croctoccty
agttctctaa
tagggeatygg
tctagtttog

agataggggt
cccaagetaa
greccttocac
ccagtgrtgt
aggtcttgtt
cagttgcage
atgccgeegg
aaccrgegec
ccagtgeecc
cttctctgga
ctecrgacag
gcaaaaaaga
ccegegtote
ctectecaggg
cctgeectgt
aggatgcrit
cregecagge
azaggcacaqg
aaggagatat
aacgraatgy
gacactgaag
aagagcacat
ctgatgeecc
grragtcrygg
aactrreee
aatttattig
attttaagaa
tgagagcaag
ctaccattat
tttggrittc
ggtagagaga
taggaatcac

tttaattgtg tgggttttta atttrcctag aatgaagtga

gagaaagaat acagcacaaC ccitgaacaa aatgratita gasatatatt
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1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

26490

2700
2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660
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tagrtttata gcagaagcag ctcaattgtt tggriggaaa graggggaza ttgaagttygt 3720
agtcactytc tgagaatgge tatgaagegt catttcacat trraccecaa crgacctgea 3780
tgcccaggac acaagtaaaa catrtgtgag atagtggtgg taagtgatge actcgtgtta 3840
agtcaaagyc tataagaaac actgtgaaaa gttcatattc atccattgtg attctticcc 3900
racgtcttge atgtattact ggattoccac agtaatatag actgtgcatg gtgtgtatat 3960
ttcattgoga titectgtta agatgagttt gtactcagaa ttgaccaatt caggaggtgt 4020
aazaataaac agtgrrctct tctotaccce aaagccacta ctgaccaagg rctettcagt 4080
gcactogotc cctctctgge taaggceatge attagccact acacaagtia ttagtgaaag 4140
tggtettia tgmzcttéaa gcagacagac atcaaggatg agttaaccag gagactactc 4200
ctgtgactgt ggagctctgg aaggcttogt gggagtgaat ttgoccacac crtacaattg 4260
tggcaggatc cagaagagcc tgrtcttttta tatccattce ttgatgtcat tggocicteo 4320
caccgatttc attacggtgC cacgcagtca tggatctgyy tagtccggaa aacaaaagga 4380
gggaagacag cctggtaatg aataagatce ttaccacagt TTLCLCatgg gaaatacatd 4440
ataaaccctt tcatcttttt tittttcctt taagaattaa aactgggaaa tagaaacatg 4500
aactgaaaag tcttgcaatg acaagaggtt tcatggtctt aazaagatac trtatatggt 4560
tgaagatgaa atcattccta aattaacctt ttrtttaaaa aaaaacaatg tatattatgt 4620
tcctgtgtgt tgaatttaaa aaaaaaaaat actttacrtg gatattcatg taatatataa 4680
aggtttggtg azatgaactt tagftagga&.aaaQthqca tcagcEttca tctgrtgtaag 4740
ttgacaccaa tgtgtcataa tattctttat tttgggaaat tagtgtattt tataaaaatt 4800
ttaamaagaa aaaagactac tacaggttaa gataatttit tracctgtct ttictccata 4860
trttaagcta tgrgattgaa gtacctcrgt tcatagrtic ctggtataaa gttggttaaa 4820
atttcatctg ttaatagatc attaggtaat ataatgtatg ggttttctat tggtritttg 4980
cagacagtag agggagattt tgtaacaagg gottgttaca cagtgatatg gtaatgataa 5040
aattgcaatt tatcactcct ttrcatgtta ataatttgag gactggataa aaggttucaa 5100
gattazaatt tgatgticaa acctttgt 5128

<210> 4

<211> 2331

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 4

clgagagaca Ctgegagegg cgagegegyt ggggacgat <lgcatcago cguegragec 60
getycgyoac COgrgaacaaa gaggaggage cgaggogega gagraaagic tgaaatggat 120
gttacatgag tcattttaag gatgcacaca actatgaaca ttictgaaga ttttttctca. 180
gtaaagtaga taaagatgua tgaatcagec trgtiygatce ttitggagtg tocggigtgt 240
ctagageges ttgatgCtic tocgaaggts ttgecttgoe ageatacgtt trgcaagega 300

68/124



tgrrrgetog
grrggctcgg
arcaaacaga
gcattaaggt
cagggeggac
ttaccatgtg
ageaazaggcy
gredatggas
tageeeccac
aaagattgec
aactgggctg
tttaacrcgg
gctagagaat

aagaagaaca

caggeatrccc

aaccccactg

caggttcata

actggeeect
aatcctectce
ggegccaccy
gaccagattg
tacactectc
gagtgetgce
'ttccctggca
gtcocctatgt
gcaggaggac
cecogeagety
cacatgacay
cacaaccagg

cteageectg
ctgatgcecag
ctagectytyg
gctgagecca
gCrtcatcag
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ggatcgtagg tictcgaaat gaactcagat

gtgtcganga
ggececrrggaa
ctcagageag
agcagcereqg
ceasagogty
acatcatcat
tccatrggety
crcagtgcaa
ttoccatrrgl
aaggaatgct
ctgctaagea
grreetegge
Ctaaaaagceqg
agaaccgcca
crgetgeacy
taagtaccac
cgtttacitt
TTocaccaco
ccgeegetge
cacattracg
ggaaagagga
aggatggctg
attatgtgge
ctacagergg
ctgcecagaa
tggtateage
gycaaatrgac
aacgeeecac
catctgrggg
gctcagecac
cagcagetoc
gtggeccggat
cttgtgogaa

gctteecagt
acctogtect
cactgtgact
ggtgcaatee
atacaactat
tttgcgaaga
TLtLCLCCace
agcactttat
aaaggatgat
ggcagacaaa
gcrgatagaa
agragccoag
gractcctte
ctccatggag
gatcagcgag
cgggtraatt
cccatcagat
coctotectg
tgctgetgga
geegeagact
tgaactagag
gttcaaaguy
accagtcaca
ccagacaaqt
gcrocagyga
agcrcacatc
agtcaaccag
ggcagcaglg
ccrgteccat
geacactgct
tccactgact
agtgaccgtt
cagttcagea

aacatctige
ggtggeggaa
aatrtgtaget
tggageeece
gaaggaaaag

caagtggatg

aactrtgrge

gactttgaag
gttctgactg
ataggaatat
tgggataage
agcagcactg
acttecectea
atcagecccc
crgretgasc
gtgaccccge
gttecetace

gctgocactyg

atgggaccga

cgceeccagty
ctgagaaaag
acatccatgc
agggcggtga
cggegagrga
aatggcgtgg
cagacaagtc
gcccgecaatg
acacceatee
cactcgctgg
gccatcagta
tcecccaagea

cteecrggac

gtccegagty
tggtcagact
gtgggaccaa
caaaagatct
€agtg9agqyggy
agcetggaga
amaattggta
agattattaa
tgaaagacas
tgatcogaag
ttecaartece
cteetgtgec
ccccaaagea
cratggecaa
ctgtectcat
tctectgeag
tcccaageag
aagcrgooct
tecctigeote
fgcccatgoe
tgratgttgc
gagagatgrt
ataccagcaa
caaatgctte
ccatggrcag
ctgggagtcc
ctcaggctaa
ctgtgagygac
aggracagaa
cerccecaca
tcagtcgaac
tcaccagtgce

tcoocacate

caggactctt
tctggatooc
crgcacaaat
gcagagetee
tatacctcag

ccttaaatic

ccatggggaa
accgttacet
ggaagragac
agtggatgaa
atatgttgadg
aggagrroat
cteecgacace
caagteercc
cagctecage
tgceecrce
ceLagtygaca
tggaactitg
cacaccacca
aggatccact
tataratcca
tttagtottt
gataggggtrt
ccaagctaza
tecttecacy
cagtgrrgtc
ggtcttgitg
agrrgcageg
tgeegeogge
accrgegect
cagtgecect

ttctctggag

tccrgacagt

accaaaccag acaaggatag ¢
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360
320
480
540
600
660
720
780
840
900 -
960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1806

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2331



<210>5
<211> 712

<212> Protein

<213> Homo sapiens

<400> 5

Met ASp
1

Glu Arg
Cys Lys

Pro

Cys
Y 50

ASH
Lys
Leu Arg
Glin

Ser

val
130

Pro

TYr Glu

Ile 1la

| Asn Gly

Pro Leu

val Lys

210

Asp val
225

Glu ser

Leu Asp
20

Arg Cys

35

Glu

Tle

Pro

Sepr

Ser

115

Arg

Gly

Leu

Ile

Pro

195

ASp

teu

Cys
Leyu
Gly
cln
100
6ln
Gly
Lys
Arg
His
180

Gin

Lys
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Ala Leu
5

ala ser

Leu
arg
Ley
Pro
85

ser
Gly
Ne
Gl
A

16

Gly
Pro

Glu

val

Leu
Thr
val
70

Gly

ser

Gly ¢

Pro

Pro

150

Gin

fhe

Pro

Ala

Ile
230

Leu

Ala

Gly

tLey

35

Arg

Gly

Thr

rhe

Pro

ASD

Arg

AsSp

Lys

Ile

40

val

Lew

Gly

wa'l

Glin

120

Leu

ASD

Asp

Pro

Gin

200

Lys

Arg

Ley Glu
10

teu

val
25

Leu Pro

val Gly Ser

Gly ser Gly

teu Asp Gly

75

ser Gly Thr
80

ala

Asn Cys
105

Pro Arg val

pro Cys Ala

teu Lys Phe

155

Glu Asn Trp

170

Thr
1R5

Asn phe
Cys tys Ala

Asp Cys Leu

val asp Glu
235
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cys
Cys
Arg
val
60
e
Asn
ser
Gin
Lys
140
Ser
Tye
val
Lew
Pro
220

ASn

Pro
Gln
AsSn
45

Glu
tys
cys
Sep
Ser
125
Ata
Lys
His
GIn

Tyr
205

val Cys Leu
15

His Thr rhe
30
Glu Leu Arg
&lu teu Pro
Gin Arg Pro
80
The asn Ala
a5
LYS ASp Ley
11¢
Trp ser Pro
ey Tyr Asn
Gly asp Ile
160
Gly Glu val
175

1le Ile Lys
180

Asp phe Glu

phe Ala Lys Asp

Trp Ala Glu Gly
P 240



Met
Asn
Gly
Ala
phe
305
Arg
Pro

Ala

Fro

Gly
val
Glu
463

Gly

Pro

Leu

ser

val

Pro

290

Thr

His

the

Pro

Pro

370

val

- PrO

1 Thr

ser

Trp

Gly

Ala

sla

ASp

Lys

Ser

Ser

ala

Ser

355

ser

Pro

Pro

Ala

Thr

435

val

| ATg

phe

AST
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Asp Lys Ile ¢ly ITe phe Pro Ile
s zzs Y 250

Ala Lys Gin
260

ala Ggly 6lu

His Ser Asp

teu Thr Met
310

Met Glu Ile
325

Ala ala arg
340

Gin val His

ser Pro val

Tyr Gin Ala
380

Leu teu Ala
405

ala ala ala
420

Asp Gin 1le

Ala 1le Tyr

Lys Gly Glu
¥s yé?ﬂ

Lys Gly Thr
435

Tyr val ala
500

Leu
Cys
Thr
295
Ala
Sar
Iie
Ile
Thr
375
Ala
Ala
Ala
Ala
Pro
458
Met

sar

Pro

Ile

Sap
280
Lys
ASN
Pro
ser
Ser
360
Thre
Leu
Thr
Ala
His
440
TYr
fhe

Met

wval

Glu
265
ser
Lys
Lys
Pro
Glu
Thr
Gly
Gly
val
2

Leu
Thr
Leu
His

The
505

Trp ASp
ala Ala
Asn The

ser ser
315

val Leu
330

Leu Ser
Thr Gly
Pro sar

Thr teu
39§

Leu Ala
410G

Met Gly
Arg Pro
Pro Arg
val rfhe

475

Thr ser
490

ser Tyr
Lys Pro

ala Gin
285

Gln Ala
Ile Ser
Gly Leu
Leu Ile

365

phe Thr
380

Asn Pro
ser Thr
Pro Arg
gln Thr

445

Lys G¢lu
450

Glu Arg Cys Gln Asp

val Glu rhe
255

pro val Pro
270

ser Ser Thr
Arg His Ser

ser GIn Asn
320

Sep Sey Asn
335

Ser Cys Ser
350

val The Pro
phe Pro Ser

Pre Lzu Pro
400

pro Pro Gly
415

Pro met ala
430
Arg Pro ser

Asp Glu Leu

480

tys Ile gly val pPhe
¥ _ ¥ 495

Arg Ala val Thr asn ala Ser

71124

310
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6ln Ala Lys val pro met Ser thr Ala 6ly GIn Thr Ser arg Gly val
515 520 525

Thr met val Ser pro Ser Thr Ala Gly Gly Pro Ala Gin Lys teu Gln
530 535 540

Gly asn Gly val ala cly Ser Pro sar val val pro Ala Ala val val
545 550 555 560

" Ser Ala Ala His Ile Gln Thr Ser Pro Gln Ala Lys val Leu teu His
565 570 | 575

mMet Thr 6ly Gln Met Thr val Asn GIn Ala Arg asn ala val Arg Thr
| 580 585 590

val Ala Ala His Asn 6lIn Glu Arg Pro The ala Ala val Thr Pro Ile
59% 80 605

¢in val 6In Asn Ala Ala Gly Leu Ser Pro Ala Ser val €1y Leu Ser
610 615 620

His His Ser Leu Aala Ser Pro GIn Pro Ala Pro Leu Met Pro Gly Ser
625 630 635 640

Alz Thr His Thr Ala Ala Ile Ser Ile Ser Arg Ala Ser Ala Pro Leu
645 650 635

Ala Cys Ala Ala Ala Ala pro teu Thr Ser pro Ser Ile Thr Ser Ala
560 665 870

ser Leu Glu Ala Glu Pro Ser Gly Arg Ile val Thr val Leu Pro Gly
675 680 685 ‘

Leu Pro Thr Ser Pro Asp Ser Ala sSer Ser Ala Cys Gly Asn Ser Ser
690 695 700

Ala Thr Lys Pro Asp Lys Asp Ser
705 710

<210> 6

<211> 4182

<212> DNA

<213> Homo sapiens
<400> 6

atttcatatg ttgagtttaa ctcggctygct aageagetga tagaatggga taagectect 60
gtgccaggag ttgatgetgg agaatgttec tcggeageag cccagagéag cactgcoeea 120
aagcactcecg acaccaagaa gaacaccaaa aagoggcact ccttcactic octcactatg | 180
gccaacaagt cctcccagge atcccagaac cgocactceca rggagatcag cococctgte 240

ctCatcaget CCageaacce cactgetget goacggatca gegagergio tgggototce 300

72/124



tgcagrgecce
agcageecag
gcecttggaa
gecetecacac
atggeaggat
grtgctatat
atgttittag
agcaagatag
gcrteccaag
gtcaglicctt
agtcccagto
gctaaggtce
aggacagrtig
cagaatgecg
ccacaacctg
cgagecagrg
agrgettetc
acatcrectg
gatagcaaaa
gagecceglg
crtectotee
ggctectgeo
gececaggatg
gereotegee
tgtoaaagge
aaagaaggag
ttacaacgta
gactgacact
cagaaagage
gactctgatg
ttttgrtage
gagaaactty
aactaattta
tatgatttta

ctrcteaggt
Tgacaactoy
ctitgaatce
caccaggcege
ccactgacca
atccatacac
tgtttgageg
gggrttrece
ctaaagrccee
ceacggcang
ttgtccocege
tgttgcacat
cagcgcacaa
ceggecreag
cgectetgat
ceeectetygge
tggaggetga
acagtgeric
aagaaaaaaa
tgtcteotec
agggageggt
<tgtggacgg
ctrrrcatag
aggecetgtrce
acagggtagt
atattgtgtt
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tcatataagt
cccetegrtt
TCCTCTECCA
caccgeeget
gattgcacat
tecicqgaaa
ctgecaggat
tggcaattat
tatgictaca
aggoacctgee
agcetgtggta
gacggggcaa
ccaggaacgce
cectgeatct
gecaggerca
ctgtgcagcea
gcccagtyggce
atcagettge
gg9gTTtgrLyg
agcatcgecc
ggggeocgaa
ggacggaccy
gaaggcaagt
creecctgggt
gytttcctat

tgttcataaa

atgggaaaac tggoorrroc
gaagaagclt aaaatcacrt
acatttgtyg actrccagat
crccageaca grtaceccag
ctggattcgg atgtataagg
trrrrttttt taagatatat
TTtgCttitt taaacttgaa
agaaattatt aatttatgaa

accaccoggt
actttoccat
ceaceeecre
gergetgetg
ttacggeege
gaggatgaac
gattggrtca
grogeaccag
gctggecaga
cagaagcted
tcagcagete
atgacagtca
cocacggeay
grgggcetor
geeacgeaca
gcrgetecac
cggatagtga
gggaacagtt
aagttgcore
atccragaag
ctgecaccag
gtcacgactg
tecctggact
cctgrettyga
ccrectcaga
aaacgagagy
ccaggaagetr

gacacaacsa

ggtcaggaga tgagcaaaqg

taattgtgac cccgecccca
cagatgttcc ctaccaaget
TCCTgECtge cacrgtectt

ctogaatggg accgaggece

agactcgecc
tagagctgag
aagggacatc
TCataaguyc
caagtigygg
agngaaatad
aCATCLAPAC
accaggeeeyg
cagtgacace
cccatcacic
ctgetgecat
tgactteece
ccgrrcteee
cagcaaccaa
ctggegectc
tggagctagg
gaggtggcca
cagtgocagg
ccgcagticc
atgagtctrag
glgaggcaga
atggctggtt
ttgtggaaaa

agtagcacaa

cagtgtgtat
asaaggggag
catgeatace
ggtyacaaat
agtgaccatg
corgoctgog
aagtectcag
gaatglirgtg
catccaggta
gcrggectes
cagtatcagt
aagcatcacc
Tggactcccee
accagacaag
cactaaacgg
cagtgcagag
tggcagogca
agcagccctg
catcgereca
acctgtegtt
acttgaactt
czaaggcaca
cataigagga
agcagtttaa

attggtatgt

cgagcagagt gaagaagatg titgtgtgag

tgtgccttgt actgtctgat ttactacaca

gactaaaatg gacaattgrt tacaaggctt

crtttegtat aatagatacg tretitggat

atgataggta aggagaagct ggattatcte
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360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340



ctottgagag
ccrgetacca
ctaatttggt
ctyggaotaga
ttggtaggaa
ctagaatgaa
tttagaaata
gaddligaaqg
ccaactgace
atgcactegt
tgrgattett
catggtgrgt
aatrtcaggag
aaggtctctt

gtcattagtg
¢caggagact

actaccrraca

tcattgocct

goaaaacaaa

atgggaasata

gaaatagaaa
atactttata
aatgtatatt

catgtaatat

rtcatcrgtg
artttataaa
grctttictce
taaagrrggt
ctattggttt
tatggtaatg
ataaaagott

<210>7
<211>638
<212> Protein

caagagatte
tratattttg
TTrCTIettt
gagacagaaa
tcaccctgaa
gtgactgaaa
tattragttt
TTgragtcac
tgcatgccca
gttaagtcaa
tccccacgte
atattteatt
gtgtaaaaat
cagtgcacte
aaagtogtct
actcctgtga
attgtggcag
ctcecaccga
4ggagggaag
cataataaac
catgaactga
Tagttgaaga
atgttcctgt

atasaggttt

taagttgaca

aattrtaaaa
catattttaa
taaaarrrca
tttgcagaca
ataaaattgce

tcaagattaa

<213> Homo sapiens

DE 602 20 621 T2 2008.03.06

gttttgacat agagtgaatg cattttcccc

gggttatgtt
gogaaaccaa
cttgagagaa
gacctagtce
caatgagaaa
tatagcagaa
Tgtctgagas
ggacacaagt
aggctataag

ttgcatgtat

gcgatttact
aaacagtgtt
getecctete
trtatgtcct
ctgtggaget
gatccagaag
Trtcatrtacy
acagootgge
cctrtcatet
aaagtortge
tgaaatcarte
gtatrgaart
ggtgaaatga
cCcaatgtgte
agaaaaaaga
gctatgtgatr
tctgttaata
gtagagggag
aatrratcac
aatttgatge

Tyttt
acatacaaat
gagaagttag
tcaatrtiaat
gaatacagca
geagcrcaat
tggctatgaa
aaaacattig
aaacacrgrg
tactggattc
gttaagatga
ctetectcta
tggctaagge
cccageagac
ctggaajgct
agcctgtctt
grgccacgea
aatgaataag
tTtiTTreere
aatgacaaga
cctaaattaa
taaaaaaaaa
acttragtta
atzarattcy
cractacagg
tgaagracct
gatcattagy
atrrtgtaac
tcottttcat

tCaaacctrt
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aagatagaaa
gaatcagtat
tgattccotc
tgrgrgggtt
caacccttga
tgtttagrtg
gegrcattre
tgagatagtg
aaaagttcat
ccacagtaat
grrigtactc
cceccaaagec
atgcattage
agacatcaag
togtgggagt
tttatatcca
gtcatggatc
atccttacca
cCctttaagaa
ggtrtcatgg
cortort
aaatactita
ggaaaaagct
ttatttrogg
ttaagataat
ctgrtcatag
taatataatg
asgggcrigl
gttaataatt

gt

tctectoectc
tcccagttct
¢aattadogc
tctttetagt
Titaattitc
acaaaatgta
gaaagtagag
acartttacc
gtggtaagtg
artcatccat
atagactgtg
agaattgacc
actactgacc
cacracacaa
gatgagttaa
gaatttgccs
Trccrtgatg
tgggtagtlc
cagttttctce
ttaaaactyy
tcttaaaaag
saaaaaaaac
cttggataty
ggcatcaget
aaartagrgt
trrtttacct
tticctggta
tatgogttre
tacacagtga

tgaggactyg

2400

- 2460

2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4182



<400> 7

Ile

1
ASp
Ala
Thr
Ser
&5
Leu
Ser
Gly
ser
Leu
145
Ala
Gly
Pro
ATg
phe
225

ser

ala

ser Tyr val Glu

w0

pro val

Lys Pro
20

Ala Gln Ser ser
35

Lys Lys AFg His
50

6In Ala Ser GIn

1le ser ser Ser

g5

Gly Leu Ser Cys

100

tey I1te wal Thr

115

phe Thr phe Pro

130

Asn Pro Pro Lau

ser The Pro Pro

165

Pro Arg Pro tiet
180

&in Thr

Arg #ro
185

Lys Glu

Asp Giu
210

Glu Arg Cys GIn
Lys Ile Gly val
245

val thr Asn ala
2580
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rhe asn Ser Ala

Pro Gly val Asp

25

Thr Ala Pro

LyS
40

Phe Thr

53

ser Ser

AsSn Arg His ser
70

Asn Pro Thr Ala

ser Ala sSar

105

Pro

Pro
120

Pro Pro ser

ser Asp val Pro

Pro Pro Pro Pro

150

Gly Ala Thr Ala

Thr

Ala Gly Thr

ser

ser val Tyr val

Glu
215

Leu Leu Arg

p Gly Trp Phe

Fhe Pro Gly Asn

ser

75/124

Ala
10

Ala
His
Leu
Met
Ala
a0

Gla
ser
Tyr
Leu
Ala
170
ASp
Ala
Lys

Lys

Tyr
250

Gln

Lys GlIn teu Il2 Glu Trp
15
Gly Glu Cys Ser ser Ala
30
Ser Asp ?gr Lys Lys Asn
ser

Thr net Ala Asn Lys
o0

Ile sar pro Pro val
i

Glu
75

Ala Arg Ile ser g;u Leu

val His Ile Ser Thr Thr

Pro val The ther Gly Pro
125

Ala ala teu Gly Thr

140

Leu Ala Ala Thr val

155

Leu
160

Ala ala ala &%z Gly Met
175

Gla Ile Ala His Leu Arg
180

Ile Tyr Pro Tyr Thr Pro
2035

Gly Glu Met Phe teu val

220

Thr
240

Gly Thr Ser Met His
235

val ala pro val Thr Arg
255

6in Ala Lys val Pro Met Ser Thr Ala Gly
. 265 270



Gin Thr Ser Arg
2758

Ala GIn Lys
280

PO

val pro Ala ala

305

Ala Lys val teu

Arg Asn Ala val
340

Ala val Thr
355

Ala

Ala ser val Gly

370

Pro Leu Met Pro

385

Arg Ala Ser Ala

rro Ser Ile Ihr

20

val Thr val teu
435

Ala Cys Gly Asn
450 i

Glu

Lys Lys Gly
465

Lys Pro Arg val

ser aAla Glu
500

aly
Pro

G'ly'G?y Gly
515

Gly pro val Thr
530
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6ly val Thr met val Ser Pro Ser ;g; Ala Gly

Lew

val

Leu

325

Arg

Pro

Leu

Gly

Fro

405

ser

Pro

Ser

teu

s5er

485

Ley

His

Thr

280

6ln Gly Asn Gly val Ala gég Ser

val
310

W

The

Ile

ser

Ser

380

Leu

ala

Gcly

ser

iLeu

470

Pro

Pro

Gly

Ala

295

ser
metr
val
Gin
His
Ala
Ala
ser
Leu
ala
455
Lys
Pro
Ley
Arg

val
535

ala

Thr

ala

val

360

His

Thr

Cys

ten

Pro

440

The

Leu

Ala

Gln

Ala
520

Ala

ala
Gly
Ala
345
Glin
ser

His

Ala

LYs
Leu
ser
cly
5035

Gly

Gly Ala Ala Leu Ala

His Ile Gla Thr
315
Gln Met Thr val
330
His Asn Gin Glu
Asn ala Aia.c]g
36
tey Ala ser Pro
380
Thr Ala Ala Ile
3485
Ala Ala ala pro
410
Ala Glu Pro Ser
Ser Pro Asp Ser
445
Pro Asp Lys AsSp
460
ser Gly Ala ser
475
Pro Thr Leu Glu
490

Ala val Gly pPro

Ser Cys Pro val
525

540

76/124

Pro

ser

Asn

Ar

35

Leu

Gin

ser

Leu

Gly

Ala

s5er

Thr

val

Glu
510

ser

Pro

Gln

335

Pra

ser

Pro

Ile

Thr

415

aArg

ser

Lys

Lys

Glu

495

teu

Gly
val
Gin
ala
Thr
Pro
Ala
ser

400

ser

Ile

ser

Lys

Pro

Asp Gly Asp

Gin Asp Ala
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Pro

560

phe His arg Lys Ala Ser Ser Leu Asp Ser Ala val Pro Ile Ala
545 - 550 555

pro Pro Arg G1n Ala Cys Ser Ser Leu Gly Pro val Leu Asn Glu ser
' 565 570 575
arg pro val val Cys Glu Ar aié arg val val val ser Tyr Pro Pro
9 580 < 9 58% 590
Gln ser Glu Ala Glu Leu Glu Leu Lys Glu Gly asp Ile val Pha val
565 00 605

His Lys Lys Arg Glu Asp Gly Trp Phe Lys Gly Thr Leu Gln Arg Asn
610 615 620

G?g Lys Thr Gly teu Phe Pro Gly Ser Phe val Glu Asn Ile
62 630 635

<210>8
<211> 3206
<212> DNA

<213> Mus muscuius

<400> 8
gagcagegyg

cagcggagge
gcacaactat
tgeertgty
ggrettacee
gaatgaactc
cagtaacatc
ceetygtggg
gottaattgt
agccrggage
¢tacgaagga
ccgacaggfg
cactaactrc
ttacgacttt
cgacgtaclg
taaaatagga
agagrgggat
gcagageace

ctcggeggyg
gCcgagagiaa
gaacgtrcrg
gaccrtetgg
tgccagcata
agatgtcccg
ctactggica
ggeggeggga
ggotcgaaag
cceecagiga
aaagagceceg
gatgagaatt
gtgcagatca
gaagtgaaag
accgtgatcc
atattticcaa
aageecteecy

tetgectcaa

ctgcatctac
agtcrgazat
aageegtite
agtgccetyt
ccrtttgcaa
aatgceggac
gacttctoga
ccacctgeac
atctgcagag
ggggaatacc
gagaccrtaa
ggtaccacaq
tcaaacctrt
acaaggaagce
gcagagtgga
tttcatacgt
tgccaggagt
agcacceega

cagcgergeg
ggatgttaca
ctcactadag
gtgtctagaa
acgctgrttg
terrgttgge
tggcatcaag
aaacacatta
crcccagtygt
tcagttaceg
grrcagcaaa
ggaagrcage
acctcagCco
tgacaaagat
tgaaaactyy
ggagtttaac
ggacacggca
caccaagaag

771124

gggcogegaa
tgaatcactt
tractcaaga
cgcctggatg
ctggggatig
tctggggtcy
cagaggectt
agggcgeagg
ggacagcage
tgtgccaaay
ggcgacacca
ggggrccacg
ccgoceteagt
tgcettecct

gcrgaaggaa

tcagetgeca
gaatgccect

aacaccagga

caiaggcgag
taagggcrge
tggatgagtc
crrccgeaaa
tgygttceeyg
acgagctece
ggaaacecgq
gcagcactgt
ctegggroca
cattatataa
tcattctgeg
getiretcee
gcaaagcact
tcgeaaagga
tgcrggeaga
agcagctgat
cagegacgge
agcgacacte



cttcaccteC ctcaccatgy

ggagatcagl cctecrgtge

cgaactgtce
aattgtgace
agatgreece
cctggegoce
tgergecgee
gattgcacat
tecccogaad
Ttgccaggac
tggcaactat
targrctact
aggaccraca
ggctgtgglg
gtotgggcagy
craggaacge
Teetgeatee
gggtcctgee
cgctecagoy
cagtggrege
agcgtgrggg
ceractgaag
ateacotace
tectgagetg
Tggtocagtyg
ctecctggac
ccgageatyg
ceetecteag
gaaatgagag
CCCagyyaye
accacgtgty
agatciicas

ccaggggcag

gggetotect
ceaceoccta
taccaagctg
accgtactcg
gcecgeogety
TTACQYCCTE
gaagacgaac
ggctggtaca
gtggcgeacg
gcgggtcagg
cagaageocce
tcageageece
argacagtca
tccacageag
gtgggeergce
gcecacggtg
gcrtcretag
acagtgacca
aacagtrtcag
ctgertrctg
ctggatgtgg
c€cgetagggy
gecogetggaa
tcegeagtac
aatgaggccc
agtgaggcecyg
gacggctagt
Tttgtggaaa
actaaagagc
gaaccgagea
agggaaggag
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€Caacasgre tteocagogg teccagaace

Tcarcagtrtc
geagegeoes
geageecyut
cccrrggaag
cotecaceee
ctggaatggy
agde Luylec
TygagcLgag
aagggacatc
tcacaaggge
caagtcocng
saggaaacgg
atatccagac
atcaggeoeg
cagtgactce
eccatcatrc
ctgeegteag
ecctecoccaaa
teetocctgg
crgggaaace
gtgcetecac
agctgagtyc
gragecacgg
cagrageecte
ccattgoted
ggrctgttagt
aacrtgaact
tcaaaggeac
acatctgaga
acaaagcagy
gaagatggac
gacacacctg

gtaaagtgtg ccttgraatg tctaatggac

cagraacceo
grotoeaggte
gacaactgge
tatgaatcct
gtcaggeget
acccaggect
cagigtatat
gaaaggggag
gatgcatacc
ggtgacgaat
gotgaccatg
cgrggeegga
gagrectcag
caatgctgty
catccaggic
tctggectec
catcagrcga
tatgaccagt
actccccaca
agacaaggac
caaacgcaag
tagggg9aggct
€agagtggag
agcocaggat
accacctcge
trgtgazago
caaggaagga
gttacagagg
agacgggaca
ttcatagaaa
acctgactec

tgtgggrtce

Tttacagata

78/124

acagcecgcag
catataagca
cctgegttea
ccactteece
actgetoctyg
grgatgagot
grrgctatat
atgrttitog
agcaagatag
gecteecaag
gteageeett
aatcccagey
geraaggtod
aggacagttg
cagaatgceg
caacctctge
accaatgocc
gccatgttag
tcLccagaga
agtaagaaag
ccccgagtet
ceettgeagg
tcatgeoceea
gecrtecace
caggectgct
cacagggtag
gatattgrot
aargggaaqga
cggagaaage
gagcacatct
agagcceegy
gtctetctog
aargroerett

gecacteeat
cregeateay
ccactgggtt
cgrrcectic
Cacccoctet
ttgctgetge
cctctgaaca
atccgracac
tgtttgageg
gegtiticce
ctaaagrcte
ccactgeagy
regrecceas
tgcrgcacat
cageacatan
cctgeettay
crecaatgge
ccatggocty
agacagagce
grgctgeate
2aaaaaagqg
ceecreeage
gagcagtagg
cagatggtga
gcaagacaag
cocroectggy
tggrrtceta
ttgttcataa
ctggoerret
ttatcatcac
gtggactice
cerggrrace
gttcrgatgt
tTLTtitarg

1140
1200
1260
1320
1380
1440
3500
1260
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
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atgtataact asaatggaca attgtttaca aggcttaact aatttatttg cttttttaaa

acttgaactt tcttgtaata geaaat

<210>9
<211> 892
<212> Protein

<213> Mus musculus

<400>9

Met ASp Glu
1

Glu Arg Leu

Cys Lys Arg
d 35

Pro Glu

Cys
g 50

ser Asn Ile

65

Trp Lys Pro

Leu arg Ala

Gin ser Ser

115

val
130

Pro Arg

Tyr Glu

Gly
145

Ile Ile Leu

ser Gly val

Pro Leu Pro

195

val Lys

ASD
210

ser Ala
5
Asp Ala
20
Cys Leu
Cys Arg
Leu Leu
Gly Pro
85
GIn Gly
100
GIn Cys
Gly Ite
Lys Glu
Arg Arg
g 165

His Gly
180

Gin Pro

Lys Glu

tew
Ser
Leu
thr
val
70

Gly
Sep
Gly
Pro
Pro
150
GIn
Phe

Pro

Ala

Leu

Ala

Gly

Leu

55

Arg

Gly

Thr

Glin

Gln

Gly

val

Phe

Pro

ASp Leu

Lys val

Ile val

40

val g¢ly

e Leu
cly Gly

val
105

val

Glin
120

Pro
Leuy Pro
ASp Leu
Asp Glu

Thr
185

Pro

Gln Cys
200

Lys Asp

teu Glu Cys
10

teu Pro Cys

Gly Ser Arg

ser Gly val
60

Asp Gly Ile
75

6ly Thr thr

80

Asn Cys Gly

Arg

Ccys Ala Lys

140

Phe Ser
155

Lys

Asn

Trp Tyr
170

Asn Phe val

Lys

Cys

79/124

val GlIn

Pro

Gin

Asn

45

Asp

Lys

Cys

Ser

Ala

125

Ala

Lys

His

Glin

Ala teu Tyr

205

val Cys Leu
15
His Thr Phe
30
Glu Leu Arg
Glu Leu Pro
Gin Arg Pro
80
Thr Asn Thr
95
LYS ASp Leu
110
Trp 5¢f Pro
Leu Tyr Asn
Gly asp Thr
160

Gly Glu val
175

Iie Ile Lys
130

Asp pPhe Glu

reu Pro Phe Ala tys Asp
220

3180
3206



e

Met

ASH Ser

Gly

Ala

arg

Pro

Ala

Pro

Met
Arg
Pro
465

vatl

Leu

val

Ser

290

Thr

His

Thir

Pro

Pro

370

val

Pro

Thr

Gly

Pro
450

Arg

pha

Glu Arg

feu

Ala Asp Lys
245

Ala Ala Lys

260
Asg The Ala

Lys His Pro

Leu Thr

Ser

Mot Gy
325

ser

ala ala
340

ala

ser Gin val

355

sar ser Pro

Pro Tyr Gin

Pro Leu Leu

403

Ala val

420

Ala

Pro
435

Arg Pro

Gln Thr Arg

Lys Glu AsSp

Cys
485
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Ile Gly
Glin Leu
Glu Cys

Thr
295

Asp

met Ala

310

1tie ser

Arg Ile

His Ile

Thr
375

val

ala Ala

3%0

Ala Ala

Ala Ala
val Met

Pro Ser
455

Glu Leu

470

GIn Asp

ile
1le
Pro
280
Lys
ASN
Pro
ser
ser
360
The
L.eu
Thr
Ala
Gly

440

val

Phe

Glu
265

ser

LyS

Lys

Pro

Glu

Thr

Gly

Gly

val

Ala

425

Sepr

Tyr

Glu Lou

Gly Trp

The val I1e Arg Aarg val Asp G
230 2

Pro
250

Trp
Ala
Asn
Sar
val
330
Leu
Thr
ero
Ser
Leu
410
Ala

Ser

val

Arg Lys Gly Glu
475 _

Tyr Lys Gly Thr Ser
430

35

1le
Asp
The
The
Ser
315
Leu
ser
Gly
Ala
Mat
385
Ala
Ala
Glu

Ala
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Asn Trp
ser Tyr
Pro

Lys

Gin
285

Ala

Arg
30

Gln Gly

Ile ser
Gly

Leu

Ile
365

Leu

phe Thr

380

ASKH Pro

Ser Thr
Ala Ala

Ile
445

Gin

Ile Tyr
460

ala ¢lu Gly
240

val Glu Phe
255

pro val Pro
270

ser Thr Ser

Lys Arg His Ser

Ser GIn Asn
320
ser Ser Asn
335
ser Cys ser
val The Pro
phe Pro Ser
Pro Leu Pro
400
pro ser Gly
415
Ala Ala Gly
430
ala His Leu
pro Tye Thr
#et Phe Leu
430

met Ris
495



Thr 5er

Arg Ala

Gly GIn

Gly
545
val
éln
Ala
Thr
Pro
625
Pro
Arg
Pro
val
Ala
705
Gly
LYS

Gly

530

Pro

val

Ala

AFg

ala

610

Ala

Pro

Thr

AsSn

The

690

Cys

Lys

Pro

Ala

Lys
val
515
Ala
Thr
Pro
Lys
Asn
595
Ala
Ser
Met
Asn
Mat
675
Ile
Gly
Lys

Arg

Gly
755

500

Thie ASH

ser Arg

Glin Lys

Thr ala
565

val Leu
580

Ala val

val Thr

val Gly

aAla 6ly

Ala Pro

660

Thr Ser

Leu Pro

Asn Ser

Gly Leu
y 725

val Ser
740

Glu Ala
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Alz

Gy

Pro

530

val

Leu

ATG

Pro

Leu

830

Pro

mMet

Ala

Gly

Ser

710

Leu

Pso

Pro

ser

val

535

Gin

val

His

Thre

Ile

615

Pro

Ala

Ala

Met

Leu

£95

ala

Lys

Pro

Ley

Gin Ala
520

The Met
Gly Asn
Ser Ala
Met Sser
585
val ala
600
Glin val
His His
Ala His
Cys Ala
685
teg Glw
680
Pro Thr
Gly Lys
tau Ley

ala ser
745

Ile Gly val phe Pro Gly Asn Tyr val ala Pro val Thr
, 5305 510

Lys val ser met Ser Thr Ala
’ 525

val Ser pro Ser Thr Ala 61y
540

Gly val ala Ggly Asn Pro Set
535 360

&la #is ITe GIn Thr Ser Pro
570 575

Gly 6ln Met Thr val Asn GIn
580

Ala His ser GIn Glu Arg Pro
605

GIn asn Ala Ala Cys Leu Gly
620

ser Leu ala Ser ¢ln Pro Leu
€35 640

Gly ala ala val Ser Lle ser
650 655

Ala Gly Ala Ser Ley Ala Ser
670
The Glu Pro ggg Gly Arg Thr

ser Pro Glu ser ala Ala Ser
700

Pro Asp Lys AsSp Sef Lys Lys
715 720

ser Gly ala Ser Thr Lys Arg
730 735

pro Thr Leu Asp val Glu Leu
750

Glin Gly ala val Gly ;gg Glu Leu Pro

760
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teu Gly Gly Ser His Gly Arg val Gly Ser Cys Pro Thr Asp Gly Asp
770 775 780

6ly pro val ala ala gly Thr aAla ala teu Ala Gln Asp Ala Phe His
785 790 795 800

arg Lys The Ser Ser Leu Asp Ser ala val pro 1le Ala Pro Pro Pro
BOS 810 815

Arg GIn Ala Cys Ser Ser Leu Gly Pro val Met Asn ¢lu Ala Arg Pro
820 825 B30
val val Cys Glu Arg His Arg val val val Ser Tyr Pro Pro Gln Sep
835 840 845

Glu Ala GTu Leu Glu Leu Lys Glu Gly Asp ITe val phe val wis Lys
850 855 860

Lys arg Glu Asp Gly Trp phe Lys Gly The Leu GIn Arg Asn Gly Lys
865 870 875 9 880

The Gly Leu phe pro Gly Ser pPhe val Glu Asn Ile
885 890
<210> 10
<211> 3149
<212> DNA
<213> Drosophila melanogaster

<400> 10

catttgtat¢ cgottggeca cgagotttgg ctgeactigy <aaacttaat aaatiaaaca 60
ttgaatcctg cctattgeaa cgataatata atctgattta gtgcattaag aacgacaagt 120
agcgattata atagtagaﬁt ttageatttg agctaaatit atttcCcaac Cgegiceitgg i80
gattgcgtat gcgtgageca gtacctgcat grgigtgtgt trtggaatgt ggaccigeac 240
gaaattcaaa tagtgaccat ccttgagatt ttgcatactg gcaagatgga cgageacacg 300
ttaaacgacc tgttggagtg crcegtgtgt crigagogac tggacaccac atcgaaggtg 360
crgecatgee agracacctt ctgccgoaaa tgortgeagg acattgtgge cagrcageac 4290
aagttgcgat geccggagtg cegeatcctg gtctctigea aaattgatga getgeotceca 480
aacgtcttygc tgatgcgaat Cttagaaggc atgaaacaaa atgcageage tggcaaagga 540
gaagaaaagg gagaggagac tgaaacacag ccggaaaggg ccaaacctca goegecageg 600
gaatcagrgg C€Cccgectga caaccaacta ctecagetge agtcacatca geaatcteat 660
€agecggete gicacaagea acgregattt ctaciccCee acgectatge ccrctitgac 720
t1COCctecy gtgaageeac cgatctaaag ttcaagdaag gggatctgat actgatcaag 780
catcgeatcg acaacaactg gttigtgggt caagcgéatg gtcaggaggyg cacatttcce 840
atcaactacg tcaaggtatc ggttcCgotg CCcatgeoyge agtgearrge catgtatrgac 9060
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tttaagarag
caggtaatyc
atcrticcaa
cracacaccl
gttccagtta
ccggglagea
atctcactge
cotgacaagy
ceatrtaagtc
ctaagteget
tegegtgrac
trageectyt
greracarrg
atcactggag
ttaatgcatc
cagcatecag
ttgccaccte
ccagrggagg
actacgagcea
acacgeroca
zatgtggaat
tecgtgeeeea
geggracaac
tegracggat
caatcattag
¢cractactt
ggtggagcge
cacagccrag
attaaggccea
attgtgecgt
tacgtccagc
accgggetgt
tagaatttat
tegggertoo

ggeecaacga
gcegagttaa
tagcattcgt
atccattety
{tgatcecac
gcaattcaag
cgaataccee
gagcazagpa
tgctgeagadc
tggaagtiic
ttaagaccac
tCgeatacas
tgacegaacy
togrtcoccogng
aarggaaata
ftrgcacdaga
gtcagcagea
cgetgtrcag
gcagttcete
aatctecggg
ttacaacaaa
grcagetgla
aacagcagtt
cgcaacgogt
argcagctac
Legtageerc
aatcccagry
atgegagtea
gcgecaccac
arccaccasza
ggaagcagaa
tcceogectc
taagcgaayt

aaatacgcaa
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cgaggagaga
tcataattgg
tgagctgaat
ccatccaceg
ggtggtcacg
ctecacatcc
ccaacatgta
gaaacgceac
caaccgeeat
cagcrcaaca
tgttcageag
accacgeeaa
argtgtggac
caactaccrg
tgrteecccaa
tgtgcgacte
ggctaccygee
tagaaaatcy
tggagcagty
agcgtecttg
geccatcagey
gcacagicaa
cotacccaag
faaaggaagc
atttcgeage
agergtcrac
gratgecaat
tgtgctgage
taagtcroct
cagtgacatt
gaacgoctgg
ctrigttgaa
tecaaattac

tcrcatatte

tgeotogaat ttaagaaasy cactgtaata

gcagaaggac gaattggcca gaccatcgga

gcagcggcea aaaagetgtt ggacagogag

aagcaacagg gucagcggge cctrectceg

gaatccagtt
agctcgaata
gtagcticcg
travtaaalg
tcggetgaaa
gctctaaaac
cagatgeaac
acggatgage
ggttagtica
acgeeectyc
aatgcagacg
aacaacatgce
acgaccacca
gagcccaago
ggactrtatga
cagcaagttc
aaatrgcatc
ccgetcaatg
cagergeett
aaggaacgtc
atgtacaaca
gccggeggte
atgattattg
cecagcagea
tactgcacga
gaactagagc
tataagggca
ccggattgtt
trgtctaaaa
ctctrttcaa
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cgggatccte
acrgcagtcec
gatcggogte
ctrtgotgyy
ticttageet
ccacgrcago
cgaatttacd
tggaattaaa
2gygaaaaaa
gcgeeegiga
cccagatgac
tgtccatgea
grtgctcigt
ctgasactgce
ggagattaac
cgaaagaage
cagtacatgt
aaactccage
ccgettetac
crcacttgat
atgeogege
agcaacagygt
caccdagcca
atatgatcac
gggaaagtcg
racarrtggyg
cceatgeecg
aggaaagria
ggattcaate

aaaagaaacc

caattccacg
gaatcaccaa
tgttcgttte
aggaggaget
gecccatgaa
Cofacagacy
ctaggyatac
aaagygregt
ctagttggac
ccageageag
acaagtacag
accgeetgat
grggtcgaaa
cacagettcg
tcacatgaasa
tattagcaca
aagatccgoo
agccaagaca
gaacagcgtt
ttgegegaga
geegeegoea
gattcctgga
tcggaagteyg
ggaggeggeo
atteegetge
cgacartatc
tacccacaaa
tggttcaaad
gtcggtetat
gtrtrgtact

960
1020
1080
1140
1200
1280
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740

" 1800

1860
1820
1980
2040
2100 -
21560
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
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cttccaatcg aatgggcage tcgoecgttgt acttititat acaatgottg atcaaaatag 3000
gctagccatg taagacttag ggaacagtta cttaagectt agegattagt tagctagaga 3060
aataatctaa ccgatccttg tgoccctctac aaagttattt graatavacy atactcagta 3120
atazazzaaa aaaaaadadd aaaaazaaa 3149

<210> 11

<211> 838

<212> Protein

<213> Drosophila melanogaster

<400> 11
?et Asp Glu His g‘hr Leu Asn Asp teu aiﬁu Glu Cys Ser val %rs Leu

Glu Arg Leu gﬁp Thr Thr Ser tLys ggl Leu Pro Cys Gin gés Thr Phe

Cys Arg liys Cys Leuy GlIn Asp ige val ala ser Gin gg 5 Lys Leu Arg
2

Cys l;so Glu Cys Arg Ile ggu val ser Cys Lys %&e Asp Glu Leu Pro

Pro Asn val Leu Leu Met Arg Ile Leu Glu Gly Met Lys Gln Asn Ala
65 70 75 80

Ala Ala Gly Lys g‘;y Glu Glu Lys Gly géu Glu The Glu Thr tgnsn Pro

G6lu arg ala

Lys Pro Gln Pro Pro Ala 6lu Ser val Ala Pro Pro Asp
100 105 110

Asn GIn Leu Leu GIn Leu GIn Ser His ¢In Gln Ser His GIn Pro Ala
11s 120 125

Arg His Lys GIn Arg Arg Phe teu Leu Pro His Ala Tyr ala Leu Phe
130 135 140

Asp Phe Ala Ser Gly Glu Ala Thr asp Leu Lys Phe tys Lys Gly Asp
14S 150 155 160

Leu Ile teu Ile Lys His Arg Ile Asp Asn Asn Trp Phe val Gly Gin
. 165 170 175

Ala asn Gly GlIn 6lu Gly Thr phe Pro Ile Asn Tyr val Lys val Ser
180 183 190

val Pro Leu Pro Met Pro Gln Cys Ile Ala Met Tyr Asp Phe Lys Met
195 200 205
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Gly pro Asn Asp Glu Glu
210

]

ITe Gln val Met

225
Gly GIn
Ala ala
His Pro
Ile Asp
290
Ther Pro
ser Pro
Ala ser
LysS Arg
Leu Leu
370
Glu Leu
ser Ala
met Gin

Pro Arg

val Thr
450

Thr Ile

Lys Lys
260

Pro Lys
275

ero Thr

Gly ser

ASHE HiS

ser Arg

Pro G1n

Pro Asn
420

Gin Thr
435

Glu Arg

Arg

Gly
245
Leu
Gln
val
ser
Glin
325
ala
Leu
ASn
Leu
Thr
405
Leu

ASP

Cys

Asp Ile thr Gly val

Ar
23

Ite

Leu

GIn

val

Asn

310

1le

ser

Ash

Arg

clu

3%0

ser

Pro

Glu

val

Phe
470
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Gly Cys Leu Glu Phe Lys Lys Ser Thr val
Zlg _ 220

val Asp
phe Pro
Asp Ser
Gly Gln

280

Thr Glu
295

ser ser
ser Ley
val Arg
Ala Leu
360
His Ser
375
val ser
Arg val

Trp Gly

teu Glu
440

Hig

Iie

Gly

Arg

Ser

ser

Pro

ASAl Trp
233

Ala phe
250

Leu His

Ala teu

ser ser

Thr Ser

315

Asn Thy

330

Leu.

Ala

ser

Leu

Tyr

425

Leu

Asp Gly Trp

Arg Asp

Gly Gly

Glu Ile

ser Thr

395
Lys Thr
210
teu Ala

LYS Lys

pPhe Lys

Pro Gly Asn Tyr teu

4735

85/124

Ala

val

Thr

Pro

Pro

Lys

Gly

Leu

380

Ala

Thr

tey

Gly

Gly

Thr

Glu gly arg Ile

Glu

Pro
285
Ser
ser
GIn
Gly
Ala
365
ser
Loy
val

phe

Cys
445

Leu

Pro

270

val

ser

ASn

His

Ala

350

Pro

teu

Lys

Gin

240

Asn Ala
255

phe Cys
Pro val
Asn Ser
Asn Cys
val vat
335

Lys Glu
Leu ser
Pro His
Pro Thr

400

Gln GIn

" 415

Pro
430

val

Tyr Lys

Tyr 1le

LySs Asn Trp Leu

Pro Leu Arg Ala

480



Arg Asp GIn 6In GIn
g 485

Ala Asp Ala Gin Met
500

val Arg Leu Asn Asn
515
arg GIn GIn Gln Ala
530
Lys pro val Glu ala
545

The Ala Thr Ala ser
565

Leu Met Arg Arg Leu
580
Ala ser Leu Gln Glin
595

phe Thr Thr Asn Pro
610

Gly ser Cys Pro Ser
625

pro aAla Ala Lys Thr
645

Leu Pro Ser Ala Ser
660

Lys Gly Ser Lys Glu

d y 675

asp Ala Ala Thr pPhe
690

pro pro Thr Thr Ser
705

GlIn val Ile Pro Gly
725

Ite 11e Ala Pro Ser
740
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Leu Met His GIn Trp Lys Tyr val Pro Gln Asn
480 495

Ala Gla vai

Met Leu Ser
520

Thr ala Thr

Leu Phe Ser
550

The Thr ser
Thr His mMet
val Pro Lys

ser Ala Lys
el5

Gin Leu GIn
0

ATa ala 6In

Thr Asn Ser

Arg Pro His
680

Arg Ser Met

685

val Ala Pro
710

Gly Gly Ala

His Arg Lys

tln
505
Met
Thr
Arg
ser
LYS
585
Giu
Leu
His
Gin
val
665
Leu
Tyr
Ala

Gin

sar
745

GIn His

Gin Pro

Thr ser

Lys Ser
535

ser ser
s70
Thr Arg
Ala Ile
His Pro
ser GlIn
635
Gln G1n
650
ser Tyr
Ile Cys

AsSri ASD

val Tyr

715

ser GIn
730

His Ser
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pro val ala Pro Asp
510

Pro Asp Leu Pro Pro
525

Cys Ser val Trp Ser
540

Gly pPro Lys Pro Glu

560

ser Gly Ala val Gly
Y 575

Ser Lys Ser Pro Gly
590

ser Thr Asn val Glu
605

val His val Arg Ser
620

Fro Leu Asn ¢lu Thr
640

phe Leu Pro Lys GIn
655

Gly ser Gln Arg val
670 s

Ala Arg Gln ser Leu
685

Ala Ala Ser Pro Pro

700

Ala Gly Gly 61n Gln
720

Leu His Ala Asn Metr
735

Leu Asp Ala Ser His
_ 750



val Leu Ser Pro Ser Ser Asn ?gg rle Thr Glu Ala ?

755
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Ta I1e Lys Ala
65

ser ala Thr Thr Lys Ser %g TV Cys 1hr arg %g ser arg Phe arg

770

785

cys Ile val Pro Tyr Pro Pro Asn Ser Asp %g Glu Leu Glu Leu His
790 g :

800

11 val GIn Arg Lys GIn Lys Asn Gly Trp Tyr
Leu Gly Asp Ile gag Tyr g 8{0 e

s G A rhr #is Lys Thr Gly teu Phe Pro Ala Ser
Lys Gly Thr His Ala Arg Thr # 855 y e

820

phe val Glu Pro Asp Cys

835

<210> 12

<211> 18

<212> DNA

<213> kunstliche Sequenz

<220>
<223> Sense-Primer
<400> 12
cttgocttge cageatac

<210> 13

<211> 18

<212> DNA

<213> kinstliche Sequenz

<220>
<223> Anti-Sense-Primer
<400> 13

crgeecageat roeticay

<210> 14

<211> 21

<212> DNA

<213> kunstliche Sequenz

<220>
<223> Zielsequenz

<400> 14

aacagaggee rttggaaacct g

<210> 15

<211> 21

<212> DNA

<213> kiinstliche Sequenz

<220>
<223> siRNA-Sensestrang
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18

i

21
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<400> 15
ttcagaggoe uuggaaaccy g

<210> 16

<211> 21

<212> DNA

<213> kinstliche Sequenz

<220>
<223> siRNA-Anti-Sensestrang

<400> 16
TLCAGUUUUC CIAADGCCUCY ¢

<210> 17

<211> 21

<212> DNA

<213> kunstliche Sequenz

<220>
<223> Zielsequenz

<400> 17
zaagagcctg gagacctiaa a

<210> 18

<211> 21

<212> DNA

<213> kinstliche Sequenz

<220>
<223> siRNA-Sensestrang

<400> 18

ttagagccuy gagaccuuaa a

<210> 19

<211> 21

<212> DNA

<213> kunstliche Sequenz

<220>
<223> siRNA-Anti-Sensestrang

<400> 19
truuiasggu cuCtaggluc u

<210> 20

<211> 21

<212> DNA

<213> kiinstliche Sequenz

<220>
<223> Zielsequenz

<400> 20

aaggattggl atgtgacict g
<210> 21
<211> 22

<212> DNA
<213> kinstliche Sequenz

88/124
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21

21

21

21

21
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<220>
<223> siRNA-Sensestrang

<400> 21
trggaauugg uaugugacuc ug

<210> 22

<211> 21

<212> DNA

<213> kinstliche Sequenz

<220>
<223> siRNA-Antisensestrang

<400> 22

ttcagaguca Cauactaauc €
<210> 23
<211> 21

<212> DNA
<213> kinstliche Sequenz

<220>
<223> Zielsequenz

<400> 23
aagctggatt atctcctgtt g

<210> 24

<211> 21

<212> DNA

<213> kinstliche Sequenz

<220>
<223> siRNA-Sensestrang
<400> 24
TTgCcuUggauy aucuccuguy g

<210> 25

<211> 21

<212> DNA

<213> kunstiiche Sequenz

<220>
<223> siRNA-Antisensestrang
<400> 25

ticaacagga gavaauccag c

<210> 26

<211> 41

<212> Protein

<213> Homo sapiens

<400> 26
cys Pro val Cys Leu Glu Arg Leu Asp %a ser Ala Lys vail ligu pro
1 5

cys GIn Kis Thr Phe Cys Lys Arg Cys teu teu Gly Ile val Gly ser

89/124

22

21

23

21

21
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20 25 30

Arg Asn Glu Leuw Arg Cys Pro Glu Cys
35 40

<210> 27

<211> 56

<212> Protein

<213> Homo sapiens

<400> 27
Pro Cys Ala Lys §]a 1oy Tyr Asn Tyr %Au Gly Lys Glu Pro g}y ASD
1 .

Leu Lys Phe ser tys Gly Asp Ile Ile Ile Leu arg Arg Gln val Asp
20 25 30
Glu Asn ggp‘Tyr tiis Gly Glu Xg? asn Gly Ile His &;y phe phe Pro

Thr asn phe val Gin 1le Ile Lys
50 55

<210> 28

<211> 60

<212> Protein

<213> Homo sapiens

<400> 28
Pro Gln Cys Lys Ala Leu Tyr Asp phe Glu val Lys Asp Lys Glu Ala
i 5 10 15
M}p Lys Asp Cys Leu Pro Phe Ala Lys asp asp val teu Thr val Ile
20 25 30

ATg Arg gg} Asp Glu Asn Trp ﬁza Glu Gly Met Leu 3}3 Asp Lys Ile

Gly 1le phe Pro Iie ser T{?‘ val ¢lu phe Asn Ser
50 s 60

<210> 29

<211> 58

<212> Protein

<213> Homo sapiens

<400> 29

iez‘ val Tyr val g’la Ile Tyr Pro Tyr '{gr Pro Arg Lys Glu ﬁp Glu

Leu Glu teu %g Lys Gly Glu met gl;e Leu val phe Glu ggg Cys GlIn
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Asp Gly Trp Phe Lys Gly Thr sar set wis Thr ser zgs 1le Gly val
33 4

phe Pro Gly Asn Tyr val ”f_;"éa pra val Thr
50

<210> 30

<211> 57

<212> Protein

<213> Homo sapiens

<400> 30

Glu Arg His arg ga“t val val ser Tyr iigo pro Gin Ser Glu ﬁa Glo

Leu Glu Leu Lys Glu Gly Asp Ile val phe val His Lys Lys Arg Glu
20 25 30

asp Gly ggp pPhe Lys Gly Thr 23“ Gln Arg Asn Gly a%s Thr Gly Leu

phe Pro Gly Ser phe val Glu Asn Ile
50 55
<210> 31
<211> 121

<212> DNA
<213> Homo sapiens

<400> 31
tgtecgotyt greragageg cottgatgot Totgogaagy Terigoetty ccagtatacy
trrtgcaagc gatgttiget gggyatcgta gottctegaa atgaactcag atglcccgag
Tt

<210> 32

<211> 165

<212> DNA
<213> Homo sapiens

<400> 32
ccatgtgeca aagegttata caactatgaa ggaaaagage ¢tggagacct taaartcage
azaggCgaca tcatcattit gegaagacaa grggatgaaa atrggtracca tggggaagtc

aatggaatcc arggettrty ccccaccaac trrgtgeaga ttatt

<210> 33

<211> 177

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 33
ccteagtogca aagcacttta tgaclttgaa gtgaaagaca 2ggaageaga Caaagattgc
cttcecatttg caaaggatga tgitetgact gtgatccgaa gagtggatga azacrggyct
gazggaatgC tggcagacaa aataggaata triccaatty catatgtrga grrraac
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120
121

o0
120
165

120
177
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<210> 34

<211> 171

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 34

agtgtgtatg ttgctatata tccatacact cctcggaaag aggatgaact agagetgaga 60
aaaggggaga tgtrittagt gtttgagege tgccaggatg gotggticaa agggacatce 120

atgcatacca gcaagatagg ggttttccct ggcaattatg tpgeaccagt < i71
<210> 35
<211> 171
<212> DNA
<213> Homo sapiens
<400> 35
gaaaggcaca gggrogtggt ttoctatcct cctcagagtyg agygcagaact tgmcttaaa 60
gaaggagata ttgtgtttgt tcataaaaaa cgagaggatg getggticaa aggoacatta 320
caacgtaatyg ggaaaactgg ccrtttecca ggaagetttyg tggaaaacat a 171
1
Patentanspriiche

1. Isolierte Nucleinsaure, umfassend die Nucleinsauresequenz bestehend aus SEQ ID NO: 1 oder SEQ ID
NO: 3.

2. Isolierte Nucleinsaure nach Anspruch 1, weiterhin umfassend eine Transkriptionsregulatorsequenz
funktionell verbunden mit der Nucleotidsequenz, sodass die Nucleinsaure geeignet fir die Verwendung als Ex-
pressionsvektor wird.

3. Expressionsvektor, umfassend eine Nucleinsaure nach Anspruch 1 oder 2.
4. Wirtszelle, transfiziert mit dem Expressionsvektor nach Anspruch 3.

5. Wirtszelle nach Anspruch 4, wobei die Zelle das menschliche POSH-Polypeptid der SEQ ID NO: 2 ex-
primiert.

6. Gereinigtes rekombinantes menschliches POSH-Polypeptid der SEQ ID NO: 2 exprimiert von der Wirts-
zelle nach Anspruch 5.

7. Verfahren zur Produktion eines rekombinanten POSH-Polypeptids der SEQ ID NO: 2, umfassend das
Zichten der Zelle nach Anspruch 4 in einem Zellkulturmedium, das fir die Expression des POSH-Polypeptids
geeignet ist.

8. Verfahren nach Anspruch 7, weiterhin umfassend ein Aufreinigungsverfahren, um die Reinheit des
POSH-Polypeptids zu erhdhen.

9. Nucleinsaure, die ein Fusionsprotein codiert, wobei die Nucleinsdure eine erste Nucleinsauresequenz
und eine zweite Nucleinsauresequenz umfasst, wobei die erste Nucleinsauresequenz eine Nucleinsaure nach
Anspruch 1 ist, und wobei die zweite Nucleinsauresequenz ein heterologes Polypeptid codiert und wobei die
erste Nucleinsauresequenz und die zweite Nucleinsduresequenz so angeordnet sind, dass sie ein Fusionspro-
tein codieren.

10. Nucleinsaure nach Anspruch 9, wobei das heterologe Polypeptid (i) eine nachweisbare Markierung
oder (ii) eine Matrix-bindende Domane ist.
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11. siRNA, die zwischen 15 und 30 aufeinanderfolgende Nucleotide einer Nucleinsduresequenz besitzt, die
auf RNA-Ebene identisch mit einer Sequenz der SEQ ID NO: 1 und/oder SEQ ID NO: 3 ist, und welche, wenn
in eine Zelle eingebracht, den Spiegel einer menschlichen POSH-mRNA und/oder eines menschlichen
POSH-Polypeptids verringert, und fahig ist, die Produktion von Virus-ahnlichen Partikeln in der Zelle zu hem-
men, wobei die siRNA eine Sequenz umfasst, die ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus einer der SEQ
ID NOs: 15, 16, 18, 19, 21, 22, 24, und 25.

12. siRNA nach Anspruch 11, wobei ein Duplex gebildet wird zwischen SEQ ID NO: 15 und 16; SEQ ID
NO: 18 und 19; SEQ ID NO: 21 und 22; oder SEQ ID NO: 24 und 25.

13. Zusammensetzung, umfassend eine siRNA nach Anspruch 11 oder 12 und eine zusatzliche Kompo-
nente aus der Gruppe bestehend aus einem Liposom und einem pharmazeutisch wirksamen Exzipienten.

14. Zusammensetzung nach Anspruch 13, formuliert fur topische Anwendung.
15. Isoliertes Polypeptid, bestehend aus einer Aminosauresequenz, die identisch mit SEQ ID NO: 2 ist.
16. Polypeptid nach Anspruch 15, wobei das Polypeptid ein Fusionsprotein ist.

17. Polypeptid nach Anspruch 16, wobei das Fusionsprotein in einem Zwei-Hybrid-Screening-Assay funk-
tioniert.

18. Verfahren zur Identifizierung eines antiviralen Wirkstoffes, umfassend: Bereitstellung des menschli-
chen POSH-Polypeptids der SEQ ID NO: 2 oder eines Fragments davon, welches mindestens 20 aufeinander-
folgende Aminosauren enthalt, und eines Test-Wirkstoffs; und Identifizierung eines Test-Wirkstoffs, der mit dem
POSH-Polypeptid oder einem Fragment davon interagiert, wobei der Test-Wirkstoff fahig ist, die durch POSH
verursachte Produktion von Virus-ahnlichen Partikeln zu hemmen.

19. Verfahren nach Anspruch 18, wobei das POSH-Polypeptid in einer Zelle exprimiert wird.
20. Verfahren nach Anspruch 18, wobei das POSH-Polypeptid ein gereinigtes Polypeptid ist.

21. Verfahren nach einem der Anspriiche 18 bis 20, wobei das POSH-Polypeptidfragment eine Doméane
umfasst, die ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus: einer SH3-Doméne und einer RING-Domane.

22. Verfahren nach Anspruch 21, wobei der Test-Wirkstoff an eine Doméne bindet, die ausgewahlt ist aus
der Gruppe bestehend aus: einer SH3 Domane und einer RING Domane.

23. Verfahren nach einem der Anspriiche 18 bis 22, wobei der Test-Wirkstoff ein Polypeptid, ein Antikérper,
ein kleines Molekdl oder ein Peptidomimetikum ist.

24. Verfahren nach einem der Anspriiche 18 bis 20, wobei der Test-Wirkstoff, der mit dem POSH-Polypep-
tid oder einem Fragment davon interagiert, die Reifung eines Virus mit PT AP- oder PPEY-Motiv verringert.

25. Verfahren nach einem der Anspriiche 18 bis 20, wobei die Interaktion mit dem POSH-Polypeptid oder
einem Fragment davon die Interaktion zwischen dem POSH- und einem Gag-Polypeptid verringert.

26. Verfahren nach Anspruch 25, wobei das Gag-Polypeptid ein HIV p24 ist.

27. Verfahren nach Anspruch 26, wobei das Gag-Polypeptid ein Aminosauremotiv umfasst, das ausge-
wahlt ist aus der Gruppe-bestehend aus PXXP, PPXY, RXXPXXP, RPDPTAP, RPLPVAP, RPEPTAP und
RPEPTAPPEE.

28. Verfahren zur ldentifizierung eines antiviralen Wirkstoffs, umfassend: Bereitstellung einer POSH-Nuc-
leinsdure der SEQ ID NO: 1 oder SEQ ID NO: 3 und eines Test-Wirkstoffs; und Identifizierung eines Test-Wirk-
stoffes, der an die POSH-Nucleinséure bindet.

29. Verfahren nach Anspruch 28, wobei der Test-Wirkstoff eine Ribonucleinsaure, ein Antisense-Oligonu-
cleotid, ein RNAi-Konstrukt, ein DNA-Enzym oder ein Ribozym ist.
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30. Verfahren nach Anspruch 28 oder 29, wobei die Bindung des Test-Wirkstoffs an die POSH-Nucleinsau-
re den Spiegel des POSH-Transkripts verringert.

31. Verfahren nach einem der Anspriiche 18 bis 30, wobei der antivirale Wirkstoff wirksam gegen ein Virus
ist, das ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus: einem retroiden Virus und einem RNA-Virus.

32. Verfahren nach Anspruch 31, wobei a) das retroide Virus ein Lentivirus ist; b) das retroide Virus ein
HIV1-Lentivirus ist; ¢) das RNA-Virus ein Filovirus ist; oder d) das RNA-Virus ein Ebola-Filovirus ist.

33. Arzneimittel fir die Verwendung in der Medizin, umfassend eine siRNA, die zwischen 15 und 30 aufei-
nanderfolgende Nucleotide einer Nucleinsauresequenz umfasst, die auf RNA-Ebene identisch mit einer Se-
quenz der SEQ ID NO: 1 und/oder SEQ ID NO: 3 ist, und welche, wenn in eine Zelle eingebracht, den Spiegel
einer menschlichen POSH-mRNA und/oder eines menschlichen POSH-Polypeptids verringert, und fahig ist,
die Produktion von virus-ahnlichen Partikeln in der Zelle zu hemmen.

34. Arzneimittel nach Anspruch 33, wobei die siRNA ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus einer
der SEQ ID NOs: 15, 16, 18, 19, 21, 22, 24 und 25.

35. Verfahren zur Bewertung des antiviralen Potentials eines Wirkstoffs, umfassend: (i) Infektion eines
transgenen nicht-menschlichen Tieres, umfassend eine Vielzahl von Zellen, die ein oder mehrere rekombinan-
te Konstrukte des menschlichen POSH-Gens der SEQ ID NO: 1 enthalten, welche das menschliche POSH-Po-
lypeptid der SEQ ID NO: 2 exprimieren, das einen POSH-Funktionsverlust-Phanotyp abschwacht, mit einem
retroiden Virus oder einem RNA-Virus; (ii) Inkontaktbringen des transgenen nicht-menschlichen Tiers von
Schritt (i) mit einem Test-Wirkstoff, und (iii) Vergleichen der Produktion von Virus-ahnlichen Partikeln in einer
Probe von dem behandelten Tier mit der Produktion von Virus-ahnlichen Partikeln in einer Probe von einem
unbehandelten transgenen Tier oder einem transgenen Tier, das mit einem Kontroll-Wirkstoff behandelt wurde,
wobei der Unterschied in der Produktion von Virus-ahnlichen Partikeln in dem behandelten Tier relativ zu der
Produktion von Virus-ahnlichen Partikeln bei Fehlen von Behandlung oder Behandlung mit einem Kon-
troll-Wirkstoff das antivirale Potential der Testverbindung anzeigt.

36. Verfahren zur Bewertung einer antiviralen Aktivitat einer Testverbindung, umfassend: (i) Infektion eines
nicht-menschlichen transgenen Tieres, umfassend eine Vielzahl von Zellen, die ein oder mehrere rekombinan-
te Konstrukte des menschlichen POSH-Gens der SEQ ID NO: 1 enthalten, welche das menschliche POSH-Po-
lypeptid der SEQ ID NO: 2 exprimieren, das einen POSH-Funktionsverlust-Phanotyp abschwacht, die Keim-
bahn- und somatische Zellen besitzen, die das menschliche POSH-Polypeptid der SEQ ID NO: 2 exprimieren,
oder eine Probe von Zellen, die davon abgeleitet sind, mit einem retroiden Virus oder einem RNA-Virus; (ii)
Inkontaktbringen des nicht-menschlichen transgenen Tiers oder der Zellprobe von Schritt (i) mit einem
Test-Wirkstoff, und (iii) Bestimmung der Produktion von Virus-ahnlichen Partikeln in einer Probe von dem trans-
genen Tier oder in der Zellprobe, wobei eine statistisch signifikante Abnahme in der Produktion von Virus-ahn-
lichen Partikeln relativ zu der Produktion von Virus-ahnlichen Partikeln bei Fehlen des Test-Wirkstoffs anzeigt,
dass die Test-Verbindung ein potentieller antiviraler Wirkstoff ist.

37. Verfahren nach Anspruch 35 oder 36, wobei: a) das retroide Virus ein Lentivirus ist; b) das retroide Vi-
rus ein HIV1-Lentivirus ist; c) das RNA-Virus ein Filovirus ist; oder d) das RNA-Virus ein Ebola-Filovirus ist.

38. Verwendung eines RNAi-Konstrukts, das eine Ubiquitin-bezogene Aktivitat eines POSH-Polypeptids
der SEQ ID NO: 2 oder eines Fragments davon hemmt, fur die Herstellung einer therapeutischen Zusammen-
setzung zur Hemmung viraler Reifung.

39. Verwendung nach Anspruch 38, wobei das POSH-Polypeptid ausgewahlt ist aus der Gruppe beste-
hend aus SEQ ID NO: 2, 5, 7, 9 und 11 und Fragmenten, umfassend mindestens 20 aufeinanderfolgende Ami-
nosauren aus einer der SEQ ID NOs: 2, 5, 7, 9 und 11.

40. Verwendung nach Anspruch 38, umfassend die Hemmung der Aktivitdt der RING-Doméane des
POSH-Polypeptids.

41. Verwendung nach einem der Anspriiche 38 bis 40, wobei das RNAi-Konstrukt ausgewahlt ist aus der
Gruppe bestehend aus einer der SEQ ID NOs: 15, 16, 18, 19, 21, 22, 24 und 25.

42. Verwendung nach Anspruch 38, umfassend die Hemmung der viralen Reifung eines retroiden Virus
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oder eines RNA-Virus.

43. Verwendung nach Anspruch 42, wobei: a) das retroide Virus ein Lentivirus ist; b) das retroide Virus ein
HIV1-Lentivirus ist; ¢) das RNA-Virus ein Filovirus ist; oder d) das RNA-Virus ein Ebola-Filovirus ist.

44. Verfahren zum Testen einer Ubiquitin-bezogenen Aktivitat eines POSH-Polypeptids oder eines Frag-
ments davon, wobei beide, das Polypeptid und die Fragmente, codiert sind von Nucleinsauren, die an die
menschliche POSH-DNA der SEQ ID NO: 1 hybridisieren, und Ubiquitin-Ligase-Aktivitat bewahren, umfas-
send: Erzeugung eines Gemischs, das mit der Ubiquitin-bezogenen Aktivitdt kompatibel ist, umfassend: ein
Ubiquitin, ein E1, ein E2 und das POSH-Polypeptid oder Fragment davon, und Feststellen, ob das Ubiquitin
an das POSH-Polypeptid oder Fragment davon bindet.

45. Verfahren nach Anspruch 44, wobei das POSH-Polypeptid ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend
aus SEQID NOs: 2, 5,7, 9, 11 und 26.

46. Verfahren nach Anspruch 44 oder 45, wobei das Ubiquitin nachweisbar markiert ist.
47. Verfahren nach Anspruch 44 oder 45, wobei das POSH-Polypeptid nachweisbar markiert ist.

48. Verfahren nach Anspruch 46 oder 47, wobei die Markierung ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend
aus Radioisotopen, fluoreszierenden Verbindungen, Enzymen und Enzym-Cofaktoren.

49. Assay fur die Identifizierung eines Inhibitors einer Ubiquitin-bezogenen Aktivitat eines POSH-Polypep-
tids, umfassend: (i) Bereitstellen eines Gemisches umfassend ein Ubiquitin, E2 und ein POSH-Polypeptid der
SEQ ID NO: 2 oder ein Fragment davon unter Bedingungen, die die Ubiquitinierung des POSH-Polypeptids
fordern; (ii) Inkontaktbringen des Ubiquitin-verbindenden Systems mit einem Test-Wirkstoff; (iii) Messen eines
Grades der Ubiquitinierung des POSH-Polypeptids in der Anwesenheit des Test-Wirkstoffs; und (iv) Verglei-
chen des gemessenen Grades der Ubiquitinierung in Anwesenheit des Test-Wirkstoffs mit einem geeigneten
Referenzwert, wobei eine Abnahme der Ubiquitinierung des POSH-Polypeptids in Anwesenheit des zu prifen-
den Wirkstoffs einen Inhibitor der Ubiquitinierung des regulatorischen Proteins anzeigt.

50. Assay nach Anspruch 49, wobei das Ubiquitin zur Verfigung gestellt wird in einer Form, die ausgewahlt
ist aus der Gruppe bestehend aus: einem nicht konjugierten Ubiquitin, in welchem Fall das Ubiquitin-verbin-
dende System zusatzlich ein E1 und Adenosintriphosphat umfasst, einem aktivierten E1: Ubiquitin-Konjugat
und einem aktivierten E2: Ubiquitinthioester.

51. Assay nach Anspruch 49 oder 50, wobei das Ubiquitin nachweisbar markiert ist.

52. Assay nach Anspruch 49 oder 50, wobei das POSH-Polypeptid nachweisbar markiert ist.

53. Therapeutische Zusammensetzung, umfassend einen POSH-Inhibitor bestehend aus einem
RNAi-Konstrukt der SEQ ID NOs: 15, 16, 18, 19, 21, 22, 24 oder 25, oder ein Polypeptid der SEQ ID NO: 30,
und einen pharmazeutisch vertraglichen Exzipienten.

54. Therapeutische Zusammensetzung nach Anspruch 53, wobei der Inhibitor die Interaktion zwischen ei-
nem POSH-Polypeptid und POSH-AP unterbricht und/oder die Ubiquitin-bezogene Aktivitat eines POSH-Po-
lypeptids hemmt.

55. Therapeutische Zusammensetzung nach Anspruch 53, wobei der Inhibitor das Polypeptid von SEQ ID
NO: 30 ist.

56. Therapeutische Zusammensetzung nach Anspruch 53, wobei das RNAi-Konstrukt ausgewahlt ist aus
der Gruppe bestehend aus einer der SEQ ID NOs: 15, 16, 18, 19, 21, 22, 24 und 25.

57. Verwendung eines Wirkstoffs, der die POSH-Aktivitdt hemmt, bestehend aus einer der SEQ ID NOs:
15, 16, 18, 19, 21, 22, 24, 25 und 30, fir die Herstellung einer therapeutischen Zusammensetzung zur Hem-
mung viraler Infektion.

58. Verwendung nach Anspruch 57, wobei der Wirkstoff die Interaktion zwischen einem POSH-Polypeptid
und einem POSH-AP hemmt.
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59. Verwendung nach Anspruch 57, wobei der Wirkstoff die Ligase-Aktivitat hemmt.

60. Ubiquitiniertes POSH-Polypeptid, umfassend die Polypeptidsequenz der SEQ ID NO: 2 oder ein Frag-
ment davon.

61. Verwendung einer siRNA, die zwischen 15 und 30 aufeinanderfolgende Nucleotide einer Nucleinsau-
resequenz besitzt, die auf RNA-Ebene identisch mit einer Sequenz der SEQ ID NO: 1 und/oder SEQ ID NO:
3 ist, und welche, wenn in eine Zelle eingebracht, den Spiegel einer menschlichen POSH-mRNA und/oder ei-
nes menschlichen POSH-Polypeptids verringert, und fahig ist, die Produktion von Virus-ahnlichen Partikeln in
der Zelle zu hemmen, in der Herstellung eines Medikaments fur die Hemmung von POSH-Aktivitat wahrend
viraler Reifung.

62. Verwendung nach Anspruch 61, wobei die siRNA ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus einer
der SEQ ID NOs: 15, 16, 18, 19, 21, 22, 24 und 25.

Es folgen 28 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen

T

| Figur 1: Menschliche POSH-Codierungssequenz (SEQ ID NO: 1)

ATGGATGAATCAGCCTTGTTGGATCTTTTGGAGTGTCCGGTGTGTCTAGAGCGCCTTGATGCTTCTGCGA
AGGTCTTGCCTTGCCAGCATACGTTTTGCAAGCGATGTTTGCTGGGGATCGTAGGTTCTCGAAATGAACT
CAGATGTCCCGAGTGCAGGACTCTTGTTGGCTCGGGTGTCGAGGAGCTTCCCAGTAACATCTTGCTGGTC
AGACTTCTGGATGGCATCAAACAGAGGCCTTGGAAACCTGGTCCTGGTGGGGGAAGTGGGACCAACTGCA
© CAAATGCATTAAGGTCTCAGAGCAGCACTGTGGCTAATTGTAGCTCAAAAGATCTGCAGAGCTCCCAGGG
CGGACAGCAGCCTCGGGTGCAATCCTGGAGCCCCCCAGTGAGGGGTATACCTCAGTTACCATGTGCCAAA
GCGTTATACAACTATGAAGGAAAAGAGCCTGGAGACCTTAAATTCAGCAAAGGCGACATCATCATTTTGC
GAAGACAAGTGGATGAAAATTGGTACCATGGGGAAGTCAATGGAATCCATGGCTTTTTCCCCACCAACTT
TGTGCAGATTATTAAACCGTTACCTCAGCCCCCACCTCAGTGCAAAGCACTTTATGACTTTGAAGTGAAA
GACAAGGAAGCAGACARAGATTGCCTTCCATTTGCAAAGGATGATGTTCTGACTGTGATCCGAAGAGTGG |
ATGAAAACTGGGCTGAAGGAATGCTGGCAGACARAATAGGAATATTTCCAATTTCATATGTTGAGTTTAA
CTCGGCTGCTAAGCAGCTGATAGAATGGGATAAGCCTCCTGTGCCAGGAGTTGATGCTGGAGAATGTTCC |
TCGGCAGCAGCCCAGAGCAGCACTGCCCCAAAGCACTCCGACACCAAGAAGAACACCAAAAAGCGGCACT
CCTTCACTTCCCTCACTATGGCCAACAAGTCCTCCCAGGCATCCCAGAACCGCCACTCCATGGAGATCAG
CCCCCCTGTCCTCATCAGCTCCAGCAACCCCACTGCTGCTGCACGGATCAGCGAGCTGTCTGGGCTCTCC
TGCAGTGCCCCTTCTCAGGTTCATATAAGTACCACCGGGTTAATTGTGACCCCGCCCCCAAGCAGCCCAG
TGACAACTGGCCCCTCGTTTACTTTCCCATCAGATGTTCCCTACCAAGCTGCCCTTGGAACTTTGAATCC
TCCTCTTCCACCACCCCCTCTCCTGGCTGCCACTGTCCTTGCCTCCACACCACCAGGCGCCACCGCCGLT
GCTGCTGCTGCTGGAATGGGACCGAGGCCCATGGCAGGATCCACTGACCAGATTGCACATTTACGGCCGC
- AGACTCGCCCCAGTGTGTATGTTGCTATATATCCATACACTCCTCGGAAAGAGGATGAACTAGAGCTGAG |
AAAAGGGGAGATGTTTTTAGfGTTTGAGCGCTGCCAGGATGGCTGGTTCAAAGGGACATCCATGCATACC;
AGCAAGATAGGGGTTTTCCCTGGCAATTATGTGGCACCAGTCACAAGGGCGGTGACAAATGCTTCCCAAG
CTAAAGTCCCTATGTCTACAGCTGGCCAGACAAGTCGGGGAGTGACCATGGTCAGTCCTTCCACGGCAGG
AGGGCCTGCCCAGAAGCTCCAGGGAAATGGCGTGGCTGGGAGTCCCAGTGTTGTCCCCGCAGCTGTGGTA
TCAGCAGCTCACATCCAGACAAGTCCTCAGGCTAAGGTCTTGTTGCACATGACGGGGCAAATGACAGTCA |
ACCAGGCCCGCAATGCTGTGAGGACAGTTGCAGCGCACAACCAGGAACGCCCCACGGCAGCAGTGACACC !
CATCCAGGTACAGAATGCCGCCGGCCTCAGCCCTGCATCTGTGGGCCTGTCCCATCACTCGCTGGCCTCCf
CCACAACCTGCGCCTCTGATGCCAGGCTCAGCCACGCACACTGCTGCCATCAGTATCAGTCGAGCCAGTG |
: CCCCTCTGGCCTGTGCAGCAGCTGCTCCACTGACTTCCCCAAGCATCACCAGTGCTTCTCTGGAGGCTGA;
GCCCAGTGGCCGGATAGTGACCGTTCTCCCTGGACTCCCCACATCTCCTGACAGTGCTTCATCAGCTTGT |
GGGAACAGTTCAGCAACCAAACCAGACAAGGATAGCAAAAAAGAAAAAAAGGGTTTGTTGAAGTTGCTTT
CTGGCGCCTCCACTAAACGGAAGCCCCGCGTGTCTCCTCCAGCATCGCCCACCCTAGAAGTGGAGCTGGG
CAGTGCAGAGCTTCCTCTCCAGGGAGCGGTGGGGCCCGAACTGCCACCAGGAGGTGGCCATGGCAGGGCA ¢
GGCTCCTGCCCTGTGGACGGGGACGGACCGGTCACGACTGCAGTGGCAGGAGCAGCCCTGGCCCAGGATG
’ CTTTTCATAGGAAGGCAAGTTCCCTGGACTCCGCAGTTCCCATCGCTCCACCTCCTCGCCAGGCCTGTTCv
CTCCCTGGGTCCTGTCTTGAATGAGTCTAGACCTGTCGTTTGTGAAAGGCACAGGGTGGTGGTTTCCTAT |
CCTCCTCAGAGTGAGGCAGAACTTGAACTTAAAGAAGGAGATATTGTGTTTGTTCATAAAAAACGAGAGGl
ATGGCTGGTTCAAAGGCACATTACAACGTAATGGGAAAACTGGCCTTTTCCCAGGAAGCTTTGTGGAAAA

CATATGA
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!

Figur 2: menschliche POSH-Aminosauresequenz (SEQ ID NO: 2),

MDESALLDLLECPVCLERLDASAKVLPCQHTFCKRCLLGIVGSRNELRCPECRTLVGSGVEELPSNILLV
RLLDGIKQRPWKPGPGGGSGTNCTNALRSQSSTVANCSSKDLQSSQGGQQPRVQSWSPPVRGIPQLPCAK
ALYNYEGKEPGDLKFSKGDIIILRRQVDENWYHGEVNGIHGFFPTNFVQIIKPLPQPPPQCKALYDFEVK

DKEADKDCLPFAKDDVLTVIRRVDENWAEGMLADKIGIFPISYVEFNSAAKQLIEWDKPPVPGVDAGBCS :

SAAAQSSTAPKHSDTKKNTKKRHSFTSLTMANKSSQASQNRHSMEISPPVLISSSNPTAAARISELSGLS

CSAPSQVHISTTGLIVTPPPSSPVTTGPSFTFPSDVPYQAALGTLNPPLPPPPLLAATVLASTPPGATAA ;
AAAAGMGPRPMAGSTDQIAHLRPQTRPSVYVAIYPYTPRKEDELELRKGEMFLVFERCQDGWFKGTSMHT :

SKIGVFPGNYVAPVTRAVTNASQAKVPMSTAGQTSRGVTMVSPSTAGGPAQKLQGNGVAGSPSVVPAAVV
SAAHIQTSPQAKVLLHMTGQMTVNQARNAVRTVAAHNQBRPTAAVTPIQVQNAAGLSPASVGLSHHSLAS
PQPAPLMPGSATHTAAISISRASAPLACAAAAPLTSPSITSASLEAEPSGRIVTVLPGLPTSPDSASSAC
GNSSATKPDKDSKKEKKGLLKLLSGASTKRKPRVSPPASPTLEVELGSAELPLQGAVGPELPPGGGHGRA
GSCPVDGDGPVTTAVAGAALAQDAFHRKASSLDSAVPIAPPPRQACSSLGPVLNESRPVVCERHRVVVSY
PPQSEAELELKEGDIVFVHKKREDGWFKGTLQRNGKTGLFPGSFVENI
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Figur 3: menschliche POSH cDNA-Sequenz (SEQ 1D NO: 3)

[

]
CTGAGAGACACTGCGAGCGGCGAGCGCEGTGGGECCGCATCTGCATCAGCCGCCGCAGCCGCTGCGGGET ¢
CGCGAACAAAGAGGAGGAGCCCGAGGCGCGAGAGCARAGTCTGAAATGGATGTTACATGAGTCATTTTAAG -
GGATGCACACAACTATGAACATTTCTGAAGATTTTTTCTCAGTAAAGTAGATAAAGATGGATGAATCAGC
CTTGTTGGATCTTTTGGAGTGTCCGGTGTGTCTAGAGCGCCTTGATGCTTCTGCGARGGTCTTGCCTTGC
CAGCATACGTTTTGCAAGCGATGTTTGCTGGGGATCGTAGGTTCTCGAAATGAACTCAGATGTCCCGAGT
GCAGGACTCTTGTTGGCTCGGGTGTCGAGGAGCTTCCCAGTAACATCTTGCTGGTCAGACTTCTGGATGG
CATCAAACAGAGGCCTTGGAAACCTGGTCCTGGTGGGGGAAGTGGGACCAACTGCACAAATGCATTAAGG?
TCTCAGAGCAGCACTGTGGCTAATTGTAGCTCAAAAGATCTGCAGAGCTCCCAGGGCGGACAGCAGCCTC{
GGGTGCAATCCTGGAGCCCCCCAGTGAGGGGTATACCTCAGTTACCATGTGCCAAAGCGTTATACAACTA .
TGAAGGAARAGAGCCTGGAGACCTTARATTCAGCAAAGGCGACATCATCATTTTGCGAAGACAAGTGGAT
GAARATTGGTACCATGGGGAAGTCAATGGAATCCATGGCTTTTTCCCCACCAACTTTGTGCAGATTATTA
AACCGTTACCTCAGCCCCCACCTCAGTGCAAAGCACTTTATGACTTTGAAGTGAAAGACAAGGAAGCAGA -
CAAAGATTGCCTTCCATTTGCAAAGGATGATGTTCTGACTGTGATCCGAAGAGTGGATGAAAACTGGGCT
GRAAGGAATGCTGGCAGACARAATAGGAATATTTCCAATTTCATATGTTGAGTTTAACTCGGCTGCTAAGC!
AGCTGATAGAATGGGATAAGCCTCCTGTGCCAGGAGTTGATGCTGGAGAATGTTCCTCGGCAGCAGCCCA ;
GAGCAGCACTGCCCCAAAGCACTCCGACACCAAGAAGAACACCAAAAAGCGGCACTCCTTCACTTCCCTC
ACTATGGCCAACAAGTCCTCCCABGCATCCCAGAACCGCCACTCCATGGAGATCAGCCCCCCTGTCCTCA !
TCAGCTCCAGCAACCCCACTGCTGCTGCACGGATCAGCGAGCTGTCTGGGCTCTCCTGCAGTGCCCCTTC !
TCAGGTTCATATAAGTACCACCGGGTTAATTGTGACCCCGCCCCCAAGCAGCCCAGTGACARCTGGCCCC,
TCGTTTACTTTCCCATCAGATGTTCCCTACCAAGCTGCCCTTGGARACTTTGAATCCTCCTCTTCCACCAC,
CCCCTCTCCTGGCTGCCACTGTCCTTGCCTCCACACCACCAGGCGCCACCGCCGCCGCTGCTGCTGLTGG!
AATGGGACCGAGGCCCATGGCAGGATCCACTGACCAGATTGCACATTTACGGCCGCAGACTCGCCCCAGT !
GTGTATGTTGCTATATATCCATACACTCCTCGGAAAGAGGATGAACTAGAGCTGAGAARAGGGGAGATGT |
TTTTAGTGTTTGAGCGCTGCCAGCGATGGCTGGTTCAAAGGGACATCCATGCATACCAGCARGATAGGGGT -
TTTCCCTGGCAATTATGTGGCACCAGTCACAAGGGCGGTGACAAATGCTTCCCAAGCTAAAGTCCCTATG
TCTACAGCTGGCCAGACAAGTCGGGGAGTGACCATGGTCAGTCCTTCCACGGCAGBAGGGCCTGCCCAGA |
AGCTCCAGGGAAATGGCGTGGCTGGGAGTCCCAGTGTTGTCCCCGCAGCTGTGGTATCAGCAGCTCACAT |
CCAGACAAGTCCTCAGGCTAAGGTCTTGTTGCACATGACGGGGCAAATGACAGTCAACCAGGCCCGCAAT |
GCTGTGAGGACAGTTGCAGCGCACAACCAGGAACGCCCCACGGCAGCAGTGACACCCATCCAGGTACAGA
ATGCCGCCGGCCTCAGCCCTGCATCTGTGGGCCTGTCCCATCACTCGCTGGCCTCCCCACAACCTGCGCC |
TCTGATGCCAGGCTCAGCCACGCACACTGCTGCCATCAGTATCAGTCGAGCCAGTGCCCCTCTGGCCTGT |
GCAGCAGCTGCTCCACTGACTTCCCCAAGCATCACCAGTGCTTCTCTGGAGGCTGAGCCCAGTGGCCGGA |
TAGTGACCGTTCTCCCTGGACTCCCCACATCTCCTGACAGTGCTTCATCAGCTTGTGGGAACAGTTCAGC |
AACCAAACCAGACAAGGATAGCAAAAAAGAAAAANAGGGTTTGTTGAAGTTGCTTTCTGGCGCCTCCACT |
AAACGGAAGCCCCGCGTGTCTCCTCCAGCATCGCCCACCCTAGAAGTGGAGCTGGGCAGTGCAGAGCTTC
CTCTCCAGGGAGCGGTGGGGCCCGAACTGCCACCAGGAGGTGGCCATGGCAGGGCAGGCTCCTGCCCTGT |
GGACGGGGACGGACCGGTCACGACTGCAGTGGCAGGAGCAGCCCTGGCCCAGGATGC TTTTCATAGGAAG ¢
GCAAGTTCCCTGGACTCCGCAGTTCCCATCGCTCCACCTCCTCGCCAGGCCTGTTCCTCCCTGGGTCCTG !
TCTTGAATGAGTCTAGACCTGTCGTTTGTGAAAGGCACAGGGTGGTGGTTTCCTATCCTCCTCAGAGTGA
GGCAGAACTTGAACTTAARAGAAGGAGATATTGTGTTTGTTCATARAAAACGAGAGGATGGCTGGTTCAAA
GGCACATTACAACGTAATGGGAARACTGGCCTTTTCCCAGGAAGCTTTGTGGARAACATATGAGGAGACT
GACACTGAAGAAGCTTAAAATCACTTCACACAACAAAGTAGCACAAAGCAGTTTAACAGAAAGAGCACAT
TTGTGGACTTCCAGATGGTCAGGAGATGAGCAAAGGATTGGTATGTGACTCTGATGCCCCAGCACAGTTA
CCCCAGCGAGCAGAGTGAAGAAGATGTTTGTGTGGGTTTTGTTAGTCTGGATTCGGATGTATAAGGTGTG
CCTTGTACTGTCTGATTTACTACACAGAGARACT TTTTTTT T TTTTTAAGATATATGACTAAAATGGACA
ATTGTTTACAAGGCTTAACTAATTTATTTGCTTTTTTAAACTTGAACTTTTCGTATAATAGATACGTTCT
TTGGATTATGATTTTAAGAAATTATTARTTTATGARATGATAGGTAAGGAGAAGCTGGATTATCTCCTGT
TGAGAGCAAGAGATTCGTTTTGACATAGAGTGAATGCATTTTCCCCTCTCCTCCTCCCTGCTACCATTAT
ATTTTGGGGTTATGTT TTGCTTCTTTAAGATAGAAATCCCAGTTCTCTAATTTGGTTTTCTTCTTTGGGA
AACCAAACATACAAATGAATCAGTATCAATTAGGGCCTGGGGTAGAGAGACAGAAACTTGAGAGAAGAGA
AGTTAGTGATTCCCTCTCTTTCTAGTTTGGTAGGAATCACCCTGAAGACCTAGTCCTCAATTTAATTGTG
TGGGTTTTTAATTTTCCTAGAATGAAGTGACTGAAACAATGAGAAAGAATACAGCACAACCCTTGAACAA
AATGTATTTAGAAATATATTTAGTTTTATAGCAGAAGCAGCTCAATTGTTTGGTTGGAAAGTAGCGGAAA
TTGAAGTTGTAGTCACTGTCTGAGAATGGCTATGAAGCGTCATTTCACATT TTACCCCAACTGACCTGCA

i
:
i
i
i
|
!
:
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TGCCCAGGACACAAGTAAAACATTTGTGAGATAGTGGTGGTAAGTGATGCACTCGTGTTARGTCAAAGGT !
TATAAGAAACACTGTGAAAAGTTCATATTCATCCATTGTGATTCTTTCCCCACGTCTTGCATGTATTACT |
GGATTCCCACAGTAATATAGACTGTGCATGGTGTGTATATTTCATTGCGATTTCCTGTTAAGATGAGTTT

GTACTCAGAATTGACCAATTCAGGAGGTGTAAAAATAAACAGTGTTCTCTTCTCTACCCCAAAGCCACTA
CTGACCAAGCGTCTCTTCAGTGCACTCGCTCCCTCTCTGGCTAAGGCATGCATTAGCCACTACACAAGTCA
TTAGTGAAAGTGGTCTTTTATGTCCTCCCAGCAGACAGACATCAAGGATGAGTTAACCAGGAGACTACTC |
CTGTGACTGTGGAGCTCTGGAAGGCTTGGTGGGAGTGAATTTGCCCACACCTTACAATTGTGGCAGGATC;
CAGAAGAGCCTGTCTTTTTATATCCATTCCTTGATGTCATTGGCCTCTCCCACCGATTTCATTACGGTGC
CACGCAGTCATGGATCTGGGTAGTCCGGAAAACAAAAGGAGGGAAGACAGCCTGGTAATGAATAAGATCC |
" TTACCACAGTTTTCTCATGGGAAATACATAATAAACCCTTTCATCTTTTTTTTTTTCCTTTAAGAATTAA
" AACTGGGAAATAGAAACATGAACTGAAAAGTCTTGCAATGACAAGAGGTTTCATGGTCTTAAAAAGATAC
TTTATATGGTTGAAGATGAAATCATTCCTAAATTAACCTTTTTTTTAAAAAARAACAATGTATATTATGT !
TCCTGTGTGTTGAATTTAAAAAAAAAAAATACTTTACTTGGATATTCATGTAATATATAAAGGTTTGGTG
AAATGAACTTTAGTTAGGAAAAAGCTGGCATCAGCTTTCATCTGTGTAAGTTGACACCAATGTGTCATAA
TATTCTTTATTTTGGGAAATTAGTGTATTTTATAAAAATTTTAAAAAGAAAARAGACTACTACAGGTTAA -
GATAATTTTTTTACCTGTCTTTTCTCCATATTTTAAGCTATGTGATTGAAGTACCTCTGTTCATAGTTTC !
CTGGTATAAAGTTGGTTAAAATTTCATCTGTTAATAGATCATTAGGTAATATAATGTATGGGTTTTCTAT

TGGTTTTTTGCAGACAGTAGAGGGAGATTTTGTAACAAGGGCTTGTTACACAGTGATATGGTAATGATAA

AATTGCAATTTATCACTCCTTTTCATGTTAATAATTTGAGGACTGGATAAAAGGTTTCAAGATTAARATT

TGATGTTCAAACCTTTGT
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Figur 4: 5’ cDNA-Fragment von menschl. POSH (6ffentl. gi:10432611::
SEQ ID NO: 4) |

ctgagagacactgcgagcggcgagcgcggtggggccgcatctgcatcagccgccgcagccgctgcggggc
cgcgaacaaagaggaggagccgaggcgcgagagcaaagtctgaaatggatgttacatgagtcattttaagf
gatgcacacaactatgaacatttctgaagattttttctcagtaaagtagataaagatggatgaatcagcc
ttgttggatcttttggagtgtccggtgtgtctagagcgccttgatgcttctgcgaaggtcttgccttgcc'
i agcatacgttttgcaagcgatgtttgctggggatcgtaggttctcgaaatgaactcagatgtcccgagtg,
caggactcttgttggctcgggtgtcgaggagcttcccagtaacatcttgctggtcagacttctggatggc;
. atcaaacagaggccttggaaacctggtcctggtgggggaagtgggaccaactgcacaaatgcattaaggt:
‘ ctcagagcagcactgtggctaattgtagctcaaaagatctgcagagctcccagggcggacagcagcctcgf
ggtgcaatcctggagccccccagtgaggggtatacctcagttaccatgtgccaaagcgttatacaactat
! gaaggaaaagagcctggagaccttaaattcagcaaaggcgacatcatcattttgcgaagacaagtggatg
aaaattggtaccatggggaagtcaatggaatccatggctttttccccaccaactttgtgcagattattaa
accgttacctcagcccccacctcagtgcaaagcactttatgactttgaagtgaaagacaaggaagcagac:
aaagattgccttccatttgcaaaggatgatgttctgactgtgatccgaagagtggatgaaaactgggctg
aaggaatgctggcagacaaaataggaatatttccaatttcatatgttgagtttaactcggctgctaagca
gctgatagaatgggataagcctcctgtgccaggagttgatgctggagaatgttcctcggcagcagcccag
agcagcactgccccaaagcactccgacaccaagaagaacaccaaaaagcggcactcctccacttccctca‘
ctatggccaacaagtcctcccaggcatcccagaaccgccactccatggagatcagcccccctgtcctcat
cagctccagcaaccccactgctgctgcacggatcagcgagctgtctgggctctcctgcagtgccccttct
caggttcatataagtaccaccgggttaattgtgaccccgcccccaagcagcccagtgacaactggcccct
cgtttactttcccatcagatgttccctaccaagctgcccttggaactttgaatcctcctcttccaccaccA
ccctctcctggctgccactgtccttgcctccacaccaccaggcgccaccgccgccgctgctgctgctgga
atgggaccgaggcccatggcaggatccactgaccagattgcacatttacggccgcagactcgccccagtg
tgtatgttgctatatatccatacactcctcggaaagaggatgaactagagctgagaaaaggggagatgtt-
tttagtgtttgagcgctgccaggatggctggttcaaagggacatccatgcataccagcaagataggggtt
ttccctggcaattatgtggcaccagtcacaagggcggtgacaaatgcttcccaagctaaagtccctatgt
ctacagctggccagacaagtcggggagtgaccatggtcagtccttccacggcaggagggcctgcccagaa
gctccagggaaatggcgtggctgggagtcccagtgttgtccccgcagctgtggtatcagcagctcacatc
cagacaagtcctcaggctaaggtcttgttgcacatgacggggcaaatgacagtcaaccaggcccgcaatg
ctgtgaggacagttgcagcgcacaaccaggaacgceecacggcageagtgacacccatccaggtacagaa
tgccgccggcctcagccctgcatctgtgggcctgtcccatcactcgctggcctccccacaacctgcgcct
ctgatgccaggctcagccacgcacactgctgccatcagtatcagtcgagccagtgcccctctggcctgtg :
cagcagctgctccactgacttccccaagcatcaccagtgcttctctggaggctgagcccagtggccggat
agtgaccgttctccctggactccccacatctcctgacagtgcttcatcagcttgtgggaacagttcagca'
accaaaccagacaaggatagce |
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SEQ ID NO: 5)

|

MDESALLDLLECPVCLERLDASAKVLPCQHTFCKRCLLGIVGSRNELRCPECRTLVGSGVEELPSNILLV !
RLLDGIKQRPWKPGPGGGSGTNCTNALRSQSSTVANCSSKDLQSSQGGQQPRVQSWSPPVRGIPQLPCAK;
ALYNYEGKEPGDLKFSKGDI T ILRRQVDENWYHGEVNGIHGFFPTNFVQIIKPLPQPPPQCKALYDFEVK
DKEADKDCLPFAKDDVLTVIRRVDENWAEGMLADKIGIFPISYVEFNSAAKQLIEWDKPPVPGVDAGECS
SAAAQSSTAPKHSDTKKNTKKRHSFTSLTMANKSSQASQNRHSMEISPPVLISSSNPTAAARISELSGLS
CSAPSQVHISTTGLIVTPPPSSPVTTGPSFTFPSDVPYQAALGTLNPPLPPPPLLAATVLASTPPGATAA
AAAAGMGPRPMAGSTDQIAHLRPQTRPSVYVAIYPYTPRKEDELELRKGEMFLVFERCODGWFKGTSMHET
SKIGVFPGNYVAPVTRAVTNASQAKVPMSTAGQTSRGVTMVSPSTAGGPAQKLOGNGVAGSPSVVPAAVV
SAAHIQTSPQAKVLLHMTGQMTVNQARNAVRTVAAHNQERPTAAVTPIQVONAAGLSPASVGLSHHSLAS
PQPAPLMPGSATHTAAISISRASAPLACAAARPLTSPSITSASLEAEPSGRIVTVLPGLPTSPDSASSAC

GNSSATKPDKDS
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Figuf 6.3 mRNA-Fragmént von hPOSH (6ffentl. gi: 7959248; SEQ ID
NO: 6) '

o o

‘atttcatatgttgagtttaactcggctgctaagcagctgatagaatgggataagcctcctgtgccaggag1
ttgatgctggagaacgttcctcggcagcagcccagagcagcactgccccaaagcactccgacaccaagaa
gaacaccaaaaagcggcactccttcacttccctcactatggccaacaagtcctcccaggcatcccagaac
cgccactccatggagatcagcccccctgtcctcatcagctccagcaaccccactgctgctgcacggatca
gcgagctgtctgggctctcctgcagtgccccttctcaggttcatataagtaccaccgggttaattgtgac
cccgcccccaagcagcccagtgacaactggcccctcgtttactttcccatcagatgttccctaccaagct
gcccttggaactttgaatcctcctcttccaccaccccctctcctggctgccactgtccttgcctccacac
caccaggcgccaccgccgctgctgctgctgctggaatgggac0gaggcccatggcaggatccacCQacca
gattgcacatttacggccgcagactcgccccagtgtgtatgttgctatatatccatacactcctcggaaa<
gaggatgaactagagctgagaaaaggggagatgtttttagtgtttgagcgctgccaggatggctggttca'
'aagggacatccatgcataccagcaagataggggttttccctggcaattatgtggcaccagtcacaagggc
ggtgacaaatgcttcccaagctaaagtccctatgtctacagctggccagacaagtcggggagtgaccatgl
gtcagtccttccacggcaggagggcctgcccagaagctccagggaaatggcgtggctgggagtcccagtg‘
ttgtccccgcagctgtggtatcagcagctcacatccagacaagtcctcaggctaaggtcttgttgcacat'
gacggggcaaatgacagtcaaccaggcccgcaatgctgtgaggacagttgcagcgcacaaccaggaacgc
cccacggcagcagtgacacccatccaggtacagaatgccgccggcctcagccctgcatctgtgggcctgt
cccatcactcgctggcctccccacaacctgcgcctctgatgccaggctcagccacgcacactgctgccat
cagtatcagtcgagccagtgcccctctggcctgtgcagcagctgctccactgacttccccaagcatcacc‘
agtgcttctctggaggctgagcccagtggccggatagtgaccgttctccctggactccccacatctcctg
acagtgcttcatcagcttgtgggaacagttcagcaaccaaaccagacaaggatagcaaaaaagaaaaaaa
gggtttgttgaagttgctttctggcgcctccactaaacggaagccccgcgtgtctcctccagcatcgccc
accctagaagtggagctgggcagtgcagagcttcctctccagggagcggtggggcccgaactgccaccag‘
gaggtggccatggcagggcaggctcctgccctgtggacggggacggaccggtcacgactgcagtggcagg
agcagccctggcccaggatgcttttcataggaaggcaagttccctggactccgcagttcccatcgctcca_
cctcctcgccaggcctgttcctccctgggtcctgtcttgaatgagtctagacctgtcgtttgtgaaaggc
acagggtggtggtttcctatcctcctcagagtgaggcagaacttgaacttaaagaaggagatattgtgtt‘
tgttcataaaaaacgagaggatggctggttcaaaggcacattacaacgtaatgggaaaactggccttttc
ccaggaagctttgtggaaaacatatgaggagactgacactgaagaagcttaaaatcacttcacacaacaa
agtagcacaaagcagtttaacagaaagagcacatttgtggacttccagatggtcaggagatgagcaaagg'
attggtatgtgactctgatgccccagcacagttaccccagcgagcagagtgaagaagatgtttgtgtggg
ttttgttagtctggattcggatgtataaggtgtgccttgtactgtctgatttactacacagagaaacttt.
tttttttttttaagatatatgactaaaatggacaattgtttacaaggcttaactaatttatttgcttttt
taaacttgaacttctcgtataatagatacgttctttggattatgattttaagaaattattaattCatgaa;
atgataggtaaggagaagctggattatctcctgttgagagcaagagattcgttttgacatagagtgaatg
cattttcccctctcctcctccctgctaccattatattttggggttatgttttgcttctttaagatagaaa
tcccagttctctaatttggttttcttctttgggaaaccaaacatacaaatgaatcagtatcaattagggc
ctggggtagagagacagaaacttgagagaagagaagttagtgattccctctctttctagtttggtaggaa.
tcaccctgaagacctagtcctcaatttaattgtgtgggtttttaattttcctagaatgaagtgactgaaa
caatgagaaagaatacagcacaacccttgaacaaaatgtatttagaaatatatttagttttatagcagaa‘
gcagctcaattgtttggttggaaagtaggggaaattgaagttgtagtcactgtctgagaatggctatgaa
: gcgtcatttcacattttaccccaactgacctgcatgcccaggacacaagtaaaacaCttgtgagatagtg
. gtggtaagtgatgcactcgtgttaagtcaaaggctataagaaacactgtgaaaaQthatattcatccat
tgtgattctttccccacgtcttgcatgtattactggattcccacagtaatatagactgtgcatggtgtgt‘
atatttcattgcgatttcctgttaagatgagtttgtactcagaattgaccaattcaggaggtgtaaaaat;
aaacagtgttctcttctctaccccaaagccactactgaccaaggtctcttcagtgcactcgctccctctc‘
tggctaaggcatgcattagccactacacaagtcattagtgaaagtggtcttttatgtcctcccagcagacf
agacatcaaggatgagttaaccaggagactactcctgtgactgtggagctctggaaggcttggtgggagt
gaatttgcccacaccttacaattgtggcaggatccagaagagcctgtctttttatatccattccttgatg«
tcattggcctctcccaccgatttcattacggtgccacgcagtcatggatctgggtagtccggaaaacaaaf
aggagggaagacagcctggtaatgaataagatccttaccacagttttctcatgggaaatacataataaac‘
cctttcatctttttttttttcctttaagaattaaaactgggaaatagaaacatgaactgaaaagtcttgc'
aatgacaagaggtttcatggtcttaaaaagatactttatatggttgaagatgaaatcattcctaaattaa_
cottttttttaaaaaaaaacaatgtatattatgttcctgtgtgttgaatttaaaaaaaaaaaatactttaE
Fttggatattcatgtaatatataaaggtttggtgaaatgaactttagttaggaaaaagctggcatcagcti
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ttcatctgtgtaagttgacaccaatgtgtcataatattctttattttgggaaattagtgtattttataaa
aattttaaaaagaaaaaagactactacaggttaagataatttttttacctgtctttgctccatattttaa
gctatgtgattgaagtacctctgttcatagtttcctggtataaagttggttaaaatttcatctgttaata
gatcattaggtaatataatgtatgggttttctattggttttttgcagacagtagagggagattttgtaac
aagggcttgttacacagtgatatggtaatgataaaattgcaatttatcactccttttcatgttaataatt
tgaggactggataaaaggtttcaagattaaaatttgatgttcaaacctttgt
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Figur 7: C-Terminus Proteinfragment von hPOSH (6ffentl. gi: 7959249;:
SEQ ID NO: 7) ' _ g

'

ISYVEFNSAAKQLIEWDKPPVPGVDAGECSSAAAQSSTAPKHSDTKKNTKKRHSFTSLTMANKSSQASQN%
RHSMEISPPVLISSSNPTAAARISELSGLSCSAPSQVHISTTGLIVTPPPSSPVTTGPSFTFPSDVPYQA%
ALGTLNPPLPPPPLLAATVLASTPPGATAAAAAAGMGPRPMAGSTDQIAHLRPQTRPSVYVAIYPYTPRKj
EDELELRKGEMFLVFERCQDGWFKGTSMHTSKIGVFPGNYVAPVTRAVTNASQAKVPMSTAGQTSRGVTM%
VSPSTAGGPAQKLQGNGVAGSPSVVPAAVVSAAHIQTSPQAKVLLHMTGQMTVNQARNAVRTVAAHNQERf
PTAAVTPIQVQNAAGLSPASVGLSHHSLASPQPAPLMPGSATHTAAISISRASAPLACAAAAPLTSPSIT
SASLEAEPSGRIVTVLPGLPTSPDSASSACGNSSATKPDKDSKKEKKGLLKLLSGASTKRKPRVSPPASP
TLEVELGSAELPLQGAVGPELPPGGGHGRAGSCPVDGDGPVTTAVAGAALAQDAFHRKASSLDSAVPIAP
PPRQACSSLGPVLNESRPVVCERHRVVVSYPPQSEAELEUKEGDIVFVHKKREDGWFKGTLQRNGKTGLF1

PGSFVENI |

i
!
{
i
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Figur 8: Gesamte menschliche POSH-mRNA, vermerkte Sequenz

wemm « gi|10432611 | db] |AKO21429.1|AK021429 Homo sapiens cDNA FLO11367 £is,
Clone HEMBALOG0303, sehr dhnlich zu Mus musculus. ¥iel SH3s (POSH) mRHA

- gil??ﬁSZésld}njf&EDQQSQ? 13 040527 Homo paplens mPMA fir XIAR1494
Protein, teilweise cds

me== = Sowohl hPOSH als auch KIAA1495
=1 - Ring-Domiine

iy ~ SH3-Domine

@% ~ Start-Codon und Stopp-Codon von vorausgesagtem offenen Leserahmen

CTGAGAGACACTGCGAGCGECGAGCGC GETGEEGUCEGCATCTGCATCAGCUGCCECAGCCELTIGCGUGET
COCOAMCARMGAGGAGGAGLCGAGSEL BCGACAGC AAAG TCTGAAATCGATOTTACATCAGTC AT TTTANG
mecmmme%camwmmwmmwmm@rmwm%mmmm@c
- CTTGTIGRATCTTTITG i TR

GCAGGACT{:‘I‘TGTTGGC’I‘CGGGTGNGAGG&GCTRCC&CTMJ&CTTGCTQGTC&G&CWATGG
CATCARACAGAGECC T TEGAAACC TG TC O TEC TGS CE AR S TECCACC AR TGCACARATGCATTARGS
W“WA(:&SC&GCRC’Z’GTMTM’!W&&‘I‘C?‘MGATC?“CMM:&. ] LLLR%MM.MHGCAGC&T{:

M}CTGA’I‘AMWTM CT"QT"‘!‘GCCAGu&GN’GAT@CT’G‘&AGA& 'I‘GT"‘CQ‘I‘C GGCAG».. AGCCCA
CAGCACCALTECCCCAAL G ACTCUGACRCCAAGAAGARCACCALARAGCEECACTCCTTCAL TTCLOTC
ACTATGGCCAACAAGTCLTCCCAGRCAT O CAGRACCECCAC TCCATESAGATCAGBLOCLOOTETLOTCA
TCAGCTCCAGCARCCOCACTEC TGO TECACCEATCAGCGRET TGTCTERRCTCTCOTGCARTRCLCOTI
TCAGGTICATATARG TACCACCOGS TTRAT TGO TEAC COCEUCCCCAAGTAGCCCAGTGATAAC TGECIOE
TCETTTACTTTCCCATCAGRTGTTCCCTACCAAGCTCCCO T TGGAACTTTCAATCCTCCTC TICCACCAS
CCCCTCTCCTEECIGCCACTOTCOTTROCTCCACACCACCAGGCECCALLELCCCCECTRCTGLTHOTGE
AATGLGACCOGAGELCCATEECAGBATCCAL TGACCAGATTGCACATTTACGECCECABAC TCGCOCCE

TCTACAGCTGRCCAGACAAGTCG msmcmmmnmccmmmcmGm{:»accmt:ﬂcm
AGCTCCAGGEARATGRCETCEC TEEGAGTCCCAGTG T TG TCCCCGLAGC TG TERTATCAGCAGC TCACKT
CCAGACAAGTCCTCACGCCTARGGTC TTGTTGCACATGACGEEGC ARATGAC ACTCAACCAGGCCUECAAT
GCTGTRAGGACARTTCCAGCCCACAACCAGEANC GCCCCACGEUAGCAGTGACACCCATCCAGGTACAGA
ATGCCECCEGCCTCAGCCOTECATC TG TGEEECCTETCCCATCACTCAC TCECOTCCCCALAMC CTECEEE
TCTGATGLCAGGCTCACCCACGCACACTSOTGCCATCAGTATCAGTCEAGC CAGTGCCCLTCTERCOTST
GCAGCAGCTGCTCCACTOACTTCCCCARGCATCALCAG TEC T TCTCTOCAGECTGAGCCCAGTEGLCGGA
TACTGACCETTC TCCCTOEACTCCCCACATC TCC TGACAGTGC TTCATCAGC TTG TGS AACAGTICAGT
AACCAAACCAGACAACGGATAGCANAAAACARAAAAACCOTTY G T TEAAGTTECTT TC TEGCGCCTCCACT
ABACGGARGUCCOGCETETCTCCTCCAGUATC GO CCACCOTACARGC TOGAGC TOEECASTCCAGAGCTTS
CTCTCCAGGGAGCBSTGLGECCCEAACTGUCACCAGGAGETEGCCATGGCAGGOCAGCLTCCTECCCTET
Gsac GGGEACCEACTEETCACGACTECACTECCAGCACTAGECCTEGUCUAGGATGC T TTCATAGGAAR

mmcmcc;zwrccccmc;'r'r{:ccnmcc'rccwcTacwaccmwcw*mmccwmwcmg

TTGARTGAGTCTACACC TG TCET T TG T R ARG CA A G TG T T T e A GO A R A TG,
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! ”vﬁaxccxahcr
CACACTGAAGAAGCTTA&AATCACTTCACACAACAAAGTAGCACAAAGCAGTTTﬁACAGAAAGAuChCAﬁ'
TTGTGGACTTCCAGATGETCAGGACATCGAGCARAGGATTGETATETGACTCTGATGCCCCAGCACAGTTA
CCCCAGCGAGCAGACTGAAGRAGATCTTTGTCTGGG T T TCTTAGTC TCOATTCGEATCTATAAGGTC TG

CCTICTACTGTUTGATTTACTACACACGAGAAAC T I T P T T T I I T I T P TAACATATATSACTAAAATGGACA
ATTCTTTACRAGGC T TAACTAATTTATTICC T T TTTTAAACTTGAACT T TTCG TATAATAGATACCTICT
TTGCATTATCATTTTAAGARZ I TATTART T TATCAAATGATAGETAAGGAGAAGCTGGATTATCTCS TG T
TGAGAGCAAGAGATTCGITTIGACATAGAGTGAATCCATTTTCCCCTCTCCTCC TCCC T TACC AT I AT
ATTTTGGEGTTATGTTTTGC T TC P T T AAGATAGAAATCCCAGT T TC TAAT T TGS T TTTC T TC TTTGGGA
AARCCAAACATACAAATCAATCAGTATCAATTAGGGCCTOGEETAGAGAGACAGAAAC T IGAGACAAGAGA
AGTTACTCATTCCOTCTCTTTU TAGT TGS TAGCAATCACCCTCAAGALC TAGTCC TCAATTTAATTG TS
TCEETTTTTAATTTTCCTAGAATGAACTCAC TGABACAATCAGAAAGAATACAGCACARCCCTTGAACAA
AATSTATTTAGAAATATAT TTAGTTTTATAGCAGRAGCAGCTC AT TS TTTGE TTOCARAGTAGEEEARA
TTGRAGTTCTACTCACTGTCTGAGAATGGC T ATCAAGCE TCAT T ICAC AT TITACCCCAACTGACCTGOA
TGCCCAGCACACAAGTAAAACATTTGTCAGATAS TGO TEE TAAGTGATCCACTCC TETTAAGTCARAGET
TATAAGAAACACTGTGAAMAGT ICATATTCATCCAT TR FGATTC TTTCCCCACGTC T TGCATETATTACT
GEATTCCCACAGTAATATAGACTETRCATCE T TG T ATAT T TC AT TGC AT T TCC IO TTAAGATGAGTTT
CTACTCACAATTCACCAATTCAGGAGGTGTARAAATAAACACTGTICTCTTCTCTACCCCARAGCCALTA
CTGACCAAGGTCTCTTCAGTGCACTCGCTCCCTCTC TGO TAAGGCATGCATTAGCCACTACACAAGTCA
TTAGTGALAGTCEITCTTTTATGTCCTCCCACCAGAL AGACATC AAGCATGAG TTAACCAGGAGACTACTC
CTGCTGACTETGEAGCTC TG ARAGGCTTOG TGS AC TCAAT I TECCCACACC T TACARTTE TG ECAGCCATE
CAGARCAGCCTGTCTTTTTATATCCATTCCTTCATC TCATTGCCCCTCTCCCACCGATTTCATTACGETEE
CACGCACTCATGGATCTGGCTAGTCCEGARAACAALRGRACGEAAGAC AGCCTCETAATGAATAAGATCE
TTACCACAGTTTTCTCATGCGAARTACATAATAAACCC T TTCATC T T T T P T T T ICCT T TAAGAATTAA
AACTGECAAATAGAAACATGAACTGAAARGTCTTGCARTGACARGAGG T TCATGCTCTTAARAAGATAL
TTTATATGCTTGAAGATCARAT CAT ICC T AAA T T ARCC T T T T T T T TAAARARAAAC AATC P ATATTATGT
TCCTGTG TG TTGANT T TAAARAALAAAA N TACTTTACTIGGATAT TCATCTAATATATAAAGGCTTTGOTS
AAATGAACT PTAGTIACCARAAARCTRG AT AGT T T ATC T BT S P ARG T TCACACCAATC TG TCATAA
TATTCT T AT T T TGGGAAA T TAGTG TAT T T ATAAAAAT T TTARAAAGAAAAAAGACTACTACASGTTAA
CATAAT T T I T L ACC TG TC T T T TC TCC AT AT I T R AL TATE TG AT TG AAG TAC CTC TCTTCATAS I IE
CTGGETATAAAGTTGCTTAAAAT TTCATC TG TTAATAGATC AT TAGS TAATATAATCTATCCS TTITICTAT
TGETTTITTCCAGACAGTAGAGGGAGATT TG TAAC ARGGEGCTTETTAC ACACTCATATGCTAATGATAA
AATVGCARTTTATCACTCCT T T TCAT G TTAATAATTTGAGGAC TCGATARAAGETTTCAAGATTAAAATT

TGATGTTCAAACCTTTGT
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Figur 9: Doméanenanalyse von menschlichem POSH

DE 602 20 621 T2 2008.03.06

Domé&nenname Beginn Ende E-Wert
RING 12 52 1.06e-08
SH3 137 192 2.76¢-19
SH3 199 258 484e-15
niedrige Komplexitiit 366 384 -
niedrige Komplexitat | 390 434 -
SH3 448 505 2.40¢-19
niedrige Komplexitit 547 563 -
niedrige Komplexitit | 652 668 -
[ niedrige Komplexitat i 705 129 »
SH3 B32 888 1.47e-14
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Figur 10: D_iagranﬂm von menschlichen POSH-NucIeinséurenf

RT-PCR

Primer
-> <
siRNA SiIRNA
153 81 155 157 159
—n R mh o3 e v
PUSH -\ 3UTR
RING  SH3SH3 SHS SH3
 — AK021429 ]
[ ABOA0DET ]
1000 X0 00 5000
L 2 } 1 L 1

POSH  (5128bps)
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Figur 11: Reduktion in der Volllangen POSH-mRNA durch siRNA-Duplex,

i
i
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Figur 12: POSH beeinflusst die Freisetzung von VLP aus Zellen

(WT) (Posh+WT)
P55 —>
Zellen
P24 —»
P24 —> YLP
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Figur 13: Freisetzung von VLP aus Zellen in einem Ruhezustand |

i v Y =mMmrrrmmMN
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,Iijlgur834 Maus- POSH mRNA-Sequenz (ffentl. gi: 10946921; SEQ ID |

GCGAGAGCAAAGTCTGAAATGGATGTTACATGAATCACTTTAAGGGCTGCGCACAACTATGAACGTTCTG
AAGCCGTTTTCTCACTAAAGTCACTCAAGATGGATGAGTCTGCCTTGTTGGACCTTCTGGAGTGCCCTGT
GTGTCTAGAACGCCTGGATGCTTCCGCAAAGGTCTTACCCTGCCAGCATACCTTTTGCAAACGCTGTTTG
CTGGGGATTGTGGGTTCCCGGAATGAACTCAGATGTCCCGAATGCCGGACTCTTGTTGGCTCTGGGGTCG
ACGAGCTCCCCAGTAACATCCTACTGGTCAGACTTCTGGATGGCATCAAGCAGAGGCCTTGGARACCCGG
CCCTGGTGGGGGCGGCGGGACCACCTGCACAAACACATTAAGGGCGCAGCGCAGCACTGTGGTTAATTGT
GGCTCGARAGATCTGCAGAGCTCCCAGTGTGGACAGCAGCCTCGGGTGCAAGCCTGGAGCCCCCCAGTGA
GGGGAATACCTCAGTTACCGTGTGCCAAAGCATTATATAACTACGAAGGAAAAGAGCCCGGAGACCTTAA
GTTCAGCAAAGGCGACACCATCATTCTGCGCCGACAGGTGGATGAGAATTGGTACCACGGGGARGTCAGC
GGGGTCCACGGCTTTTTCCCCACTAACTTCGTGCAGATCATCAAACCTTTACCTCAGCCCCCGCCTCAGT
GCAAAGCACTTTACGACTTTGAAGTGAAAGACAAGGAAGCTGACAAAGATTGCCTTCCCTTCGCAAAGGA
CGACGTACTGACCGTGATCCGCAGAGTGGATGAAAACTGGGCTGAAGGAATGCTGGCAGATAARATAGGA
ATATTTCCAATTTCATACGTGGAGTTTAACTCAGCTGCCAAGCAGCTGATAGAGTGGGATAAGCCTCCCG
TGCCAGGAGTGGACACGGCAGAATGCCCCTCAGCGACGGCGCAGAGCACCTCTGCCTCAAAGCACCCCGA
CACCAAGAAGAACACCAGGAAGCGACACTCCTTCACCTCCCTCACCATGGCCAACAAGTCTTCCCAGGGG
TCCCAGAACCGCCACTCCATGGAGATCAGCCCTCCTGTGCTCATCAGTTCCAGCAACCCCACAGCCGCAG
CCCGCATCAGCGAACTGTCCGGGCTCTCCTGCAGCGCCCCGTCTCAGGTCCATATAAGCACCACTGGGTT -
AATTGTGACCCCACCCCCTAGCAGCCCGGTGACAACTGGCCCTGCGTTCACGTTCCCTTCAGATGTCCCC
TACCAAGCTGCCCTTGGAAGTATGAATCCTCCACTTCCCCCACCCCCTCTCCTGGCEGCCACCGTACTCG .
CCTCCACCCCGTCAGGCGCTACTGCTGCTGTTGCTGCTGCTGCTGCCGCCGCCGCCGCTGCTGGAATGGEG
ACCCAGGCCTGTGATGGGGTCCTCTGAACAGATTGCACATTTACGGCCTCAGACTCGTCCCAGTGTATAT
GTTGCTATATATCCGTACACTCCCCGGAAGGAAGACGAACTGGAGCTGAGGAAAGGGGAGATGTTTTTGG
TGTTTGAGCGTTGCCAGGACGGCTGGTACAAAGGGACATCGATGCATACCAGCAAGATAGGCGTTTTCCC
TGGCAACTATGTGGCGCCCGTCACAAGGGCGGTGACGAATGCCTCCCARGCTAAAGTCTCTATGTCTACT
GCGGGTCAGGCAAGTCGCGGGGTGACCATGGTCAGCCCTTCCACTGCAGGAGGACCTACACAGAAGCCCC
AAGGAAACGGCGTGGCCGGARATCCCAGCGTCGTCCCCACGGCTGTGGTGTCAGCAGCTCATATCCAGAC
AAGTCCTCAGGCTAAGGTCCTGCTGCACATGTCTGGGCAGATGACAGTCAATCAGGCCCGCAATGCTGTG
AGGACAGTTGCAGCACATAGCCAGGAACGCCCCACAGCAGCAGTGACTCCCATCCAGGTCCAGAATGCCG
CCTGCCTTGGTCCTGCATCCGTGGGCCTGCCCCATCATTCTCTGGCCTCCCAACCTCTGCCTCCAATGGC
GGGTCCTGCTGCCCACGGTGCTGCCGTCAGCATCAGTCGAACCAATGCCCCCATGGCCTGCGCTGCAGGG
GCTTCTCTGGCCTCCCCAAATATGACCAGTGCCATGT TGGAGACAGAGCCCAGTGGTCGCACAGTGACCA
TCCTCCCTGGACTCCCCACATCTCCAGAGAGTGCTGCATCAGCGTGTGGGAACAGTTCAGCTGGGAAACC
AGACAAGGACAGTAAGAAAGARAAAAAGGGCCTACTGAAGCTGCTTTCTGGTGCCTCCACCAAACGCAAG
CCCCGAGTCTCCCCTCCAGCATCACCTACCCTGGATGTGGAGCTGGGTGCTGGGGAGGCTCCCTTGCAGS
GAGCAGTAGGTCCTGAGCTGCCGCTAGGGGGCAGCCACGGCAGAGTGGGGTCATGCCCCACAGATEGGTGA
TGGTCCAGTGGCCGCTGGAACAGCAGCCCTAGCCCAGGATGCCTTCCACCGCAAGACAAGCTCCCTGGAC
TCCGCAGTGCCCATTGCTCCACCACCTCGCCAGGCCTGCTCCTCCCTGGGCCCAGTCATGAATGAGGCCC
GGCCTGTTGTTTGTGARAGGCACAGGGTCGTGGTTTCCTACCCTCCTCAGAGTGAGGCCGAACTTGAACT
CAAGGAAGGAGATATTGTGTTTGTTCATAAGAAACGAGAGGACGGCTGGTTCAAAGGCACGTTACAGAGG :
AATGGGAAGACTGGCCTTTTCCCAGGGAGCTTTGTGGAAAACATC TGAGAAGACGGGACACGGAGAAAGT .
TTATCATCACACCACGTGTGACTAAAGAGCACAAAGCAGTTTCATAGAAAGAGCACATCTGTGGACTTCC
AGATCTTCAAGAACCGAGCAGAAGATGGGCACCTGACTCCAGAGCCCCGGCCTGGTTACCCCAGGGGCAG i
AGGGAAGGAGGACACACCTGTGTGGGTTCCGTCTCTCTGGGTTCTGATGTGTAAAGTGTGCCTTGTAATG i
TCTAATGGACTTTACAGATAAATGTCTTTTTTTTT TTAAGATGTATAACTAAAATGGACAATTGTTTACA
AGGCTTAACTAATTTATTTGCTTTTTTAARACTTGAACTTTCTTGTAATAGCAAAT

| GGGCAGCGGGCTCGGCGEGGCTGCATCTACCAGCGCTGCGGGECCGCGAACARAGGCGAGCAGCGGAGGT
t
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Figur 15: Maus-POSH Protein-Sequenz (Offentl. gi: 10946922; SEQ ID
NO:9) _

MDESALLDLLECPVCLERLDASAKVLPCQHTFCKRCLLGIVGSRNELRCPECRTLVGSGVDELPSNILLVE
RLLDGIKQRPWKPGPGGGGGTTCTNTLRAQGS TVVNCGSKDLQSSQCGQOPRVOAWS PPVRGIPQLPCAK
’ ALYNYEGKEPGDLKFSKGDTI ILRRQVDENWYHGEVSGVHGFFPTNFVQIIKPLPQPPPQCKALYDFEVK
.DKEADKDCLPFAKDDVLTVIRRVDENWAEGMLADKIGIFPISYVEFNSAAKQLIEWDKPPVPGVDTAECP
I SATAQSTSASKHPDTKKNTRKRHSFTSLTMANKSSQGSONRHSMEI SPPVLISSSNPTAAARISELSGLS
: CSAPSQVHISTTGLIVTPPPSSPVTTGPAFTFPSDVPYQAALGSMNPPLPPPPLLAATVLASTPSGATAAl
VAAARAAAAAAAGMGPRPVMGSSEQIAHLRPQTRPSVYVAIYPYTPRKEDELELRKGEMFLVFERCQDGWY :
KGTSMHTSKIGVFPGNYVAPVTRAVTNASQAKVSMSTAGQASRGVTMVSPSTAGGPTQKPQGNGVAGNPS
VVPTAVVSAAHIQTSPQAKVLLHMSGOMTVNQARNAVRTVAAHSQERPTAAVTPIQVONAACLGPASVGL
PHHSLASQPLPPMAGPAAHGAAVSISRTNAPMACAAGASLASPNMTSAMLETEPSGRTVTILPGLPTSPE |
SAASACCNSSAGKPDKDSKKEKKGLLKLLSGASTKRKPRVSPPASPTLDVELGAGEAPLQGAVGPELPLG |
GSHGRVGSCPTDGDGPVAAGTAALAQDAFHRKTSSLDSAVPIAPPPRQACSSLGPVMNEARPVVCERHRV
VVSYPPQSEAELELKEGDIVFVHKKREDGWFKGTLQRNGKTGLFPGSFVENI
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Figur 16: Drosophlla melanogaster POSH mRNA-Sequenz (offentl g|
17737480; SEQ ID NO: 10)

CATTTGTATCCGCTTGGCCACGAGCTTTGGCTGCACTTGGCAAACTTAATAAATTAAACATTGAATCCTG.
CCTATTGCAACGATAATATAATCTGATTTAGTGCATTAAGAACGACAAGTAGCGATTATAATAGTAGATT‘
TTAGCATTTGAGCTAAATTTATTTCCCAACCGCGTCTTGGGATTGCGTATGCGTGAGCCAGTACCTGCAT
GTGTGTGTGTTTTGGAATGTGGCCCTGCACGAAATTCAAATAGTGACCATCCTTGAGATTTTGCATACTG'
GCAAGATGGACGAGCACACGTTAAACGACCTGTTGGAGTGCTCCGTGTGTCTTGAGCGACTGGACACCAC
ATCGAAGGTGCTGCCATGCCAGCACACCTTCTGCCGCAAATGCTTGCAGGACATTGTGGCCAGTCAGCAC
AAGTTGCGATGCCCEGAGTECCGCATCCTGGTC TCTTGCARAATTGATGAGCTGCCTCCARACGTCTTGC
TGATGCGAATCTTAGAAGGCATGAAACAAAATGCAGCAGCTGGCAAAGGAGAAGAAAAGGGAGAGGAGAC
TGAAACACAGCCGGAAAGGGCCARACCTCAGCCGCCAGCGGAATCAGTGGCCCCGCCTGACARCCAACTA
CTCCAGCTGCAGTCACATCAGCAATCTCATCAGCCGGCTCGTCACAAGCAACGTCGATTTCTACTCCCCC
ACGCCTATGCCCTCTTTGACTTCGCCTCCGGTGAMGCCACCGATCTAAAGTTCAAGAAAGGGGATCTGAT
ACTGATCAAGCATCGCATCGACAACAACTGGTTTGTCGGGTCAAGCGAATGGTCAGGAGGGCACATTTCCC
ATCAACTACGTCAAGGTATCGGTTCCGCTGCCCATGCCGCAGTGCATTGCCATGTATGACTTTARGATGG
GGCCCAACGACGAGGAGGGATGCCTCGAATTTAAGAAAAGCACTGTAATACAGGTAATGCGCCGAGTTGA
- TCATAATTGGGCAGAAGGACGAATTGGCCAGACCATCGGAATCTTTCCAATAGCATTCGTTGAGCTGAAT
GCAGCGGCCAAAAAGCTGTTGGACAGCGGGCTACACACCCATCCATTCTGCCATCCACCGAAGCAACAGG
GGCAGCGGGCCCTTCCTCCGETTCCAGTTATTGATCCCACGGTGGTCACGGAATCCAGTTCGGGATCCTC
CAATTCCACGCCGGGCAGCAGCAATTCAAGCTCCACATCCAGCTCGARTAACTGCAGTCCGAATCACCAA
ATCTCACTGCCGAATACCCCCCAACATGTAGTAGCTTCCGGATCGGCGTCTGTTCGTTTCCGTGACARGG !
GAGCAAAGGAGAAACGCCACTCACTAAATGCTTTGC TGGGAGGAGGAGCTCCATTAAGTCTGCTGCAGAC |
CAACCGCCATTCGGCTGAAATTCTTAGCCTGCCCCATGAACTAAGCCGCTTGGAAGTTTCCAGCTCAACA
GCTCTAAAACCCACGTCAGCCCCACAGACATCGCGTGTACTTAAGACCACTGTTCAGCAGCAGATGCAAC
CGAATTTACCCTGGGGATACTTAGCCCTGTTCCCATACAAACCACGCCAAACGGATGAGCTGGAATTARA
AAAGGGTTGTGTTTACATTGTGACCGAACGATGTGTGGACGETTGGTTCAAGGGAAAAAACTGGTTGGAC
ATCACTGGAGTGTTCCCGGGCAACTACCTGACGCCCCTGCGCGCCCGCGACCAGCAGCAGTTAATGCATC
AATGGAAATATGTTCCCCAAAATGCAGACGCCCAGATGGCACAAGTACAGCAGCATCCAGTTGCACCAGA
TGTGCGACTCAACAACATGCTGTCCATGCAACCGCCTGATTTGCCACCTCGTCAGCAGCAGGCTACCGLCC -
ACGACCACCAGTTGCTCTGTGTCGTCGAAACCAGTGGAGGCGCTGTTCAGCAGARAATCGGAGCCCAAGC
CTGAAACTGCCACAGCTTCGACTACGAGCAGCAGTTCCTCTGGAGCAGTGGGACTTATGAGGAGATTAAC
TCACATGAAAACACGCTCCAAATCTCCGGGAGCGTCCTTGCAGCAAGTTCCGARAGAAGCTATTAGCACA
AATGTGGAATTTACAACAAACCCATCAGCTAAATTGCATCCAGTACATGTAAGATCCGGCTCGTGCCCCA |
GTCAGCTGCAGCACAGTCAACCGCTCAATGARACTCCAGCAGCCAAGACAGCGGCACAACAACAGCAGTT
CCTACCCAAGCAGCTGCCTTCCGCTTCTACGAACAGCGTTTCGTACGGATCGCAACGCGTGAAAGGAAGC;
AAGGAACGTCCTCACTTGATTTGCGCGAGACAATCATTAGATGCAGCTACATTTCGCAGTATGTACAACA
ATGCCGCGTCGCCGCCGCCACCTACTACTTCCGTGGCCCCAGCTGTCTACGCCEGGCEGTCAGCAACAGGT
GATTCCTGGAGGTGGAGCGCAATCCCAGTTGCATGCCAATATGATTATTGCACCCAGCCATCGGRAGTCG
CACAGCCTAGATGCGAGTCATGTGCTGAGTCCCAGCAGCAATATGATCACGGAGGCGGCCATTAAGGCCA
GCGCCACCACTAAGTCTCCTTACTGCACGAGGGAARGTCGATTCCGCTGCATTGTGCCGTATCCACCRAA
CAGTGACATTGAACTAGAGCTACATTTGGGCGACATTATCTACGTCCAGCGGAAGCAGAAGAACGGCTGG
TATAAGGGCACCCATGCCCGTACCCACARAACCGGGCTGTTCCCCGCCTCCTTTGTTGAACCGGATTGTT
AGGAAAGTTATGGTTCAAACTAGAATTTATTAAGCGAAATTCCAAATTACTTGTCTAAAAGGATTCAATC
GTCGGTCTATTCGGGCTTCCAAATACGCAATCTCATATTTCTCTTTTCARAAAAGAAACCGTTTTGTACT
CTTCCAATCGAATGGGCAGCTCGCCGTTGTACTTTTTTATACAATGCTTGATCAAAATAGGCTAGCCATG
TAAGACTTAGGGAACAGTTACTTAAGCCTTAGCGATTAGTTAGCTAGAGARATAATCTAACCGATCCTTG
TGCCCTCTACAAAGTTATTTGTAATATACGATACTCAGTAATAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA |

i
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17737481: SEQ ID NO: 11)

MDEHTLNDLLECSVCLERLDTTSKVLPCQHTFCRKCLQDIVASQHKLRCPECRILVSCKIDELPPNVLLM

RILEGMKQNAAAGKGEEKGEETETQPERAKPQPPAESVAPPDNQLLQLQSHQQSHQPARHKQRRFLLPHA
YALFDFASGEATDLKPKKGDLILIKHRIDNNWFVGQANGQEGTFPINYVKVSVPLPMPQCIAMYDFKMGP

NDEEGCLEFKKSTVIQVMRRVDHNWAEGRIGQTIGIFPIAFVELNAAAKKLLDSGLHTHPFCHPPKQQGQ.1

RALPPVPVIDPTVVTESSSGSSNSTPGSSNSSSTSSSNNCSPNHQISLPNTPQHVVASGSASVRFRDKGA i

KEKRHSLNALLGGGAPLSLLQTNRHSABILSLPHELSRLEVSSSTALKPTSAPQTSRVLKIIVQQQMQPN

LPWGYLALFPYKPRQTDELBLKKGCVYIVTERCVDGWFKGKNWLDITGVFPGNYLTPLRARDQQQLMHQW
KYVPQNADAQMAQVQQHPVAPDVRLNNMLSMQPPDLPPRQQQATATTTSCSVWSKPVEALFSRKSEPKPE
TATASTTSSSSSGAVGLMRRLTHMKTRSKSPGASLQQVPKEAISTNVEFTTNPSAKLHPVHVRSGSCPSQ ;

LQHSQPLNETPAAKTAAQQQQFLPKQLPSASTNSVSYGSQRVKGSKERPHLICARQSLDAATFRSMYNNA
ASPPPPTTSVAPAVYAGGQQQVIPGGGAQSQLHANMIIAPSHRKSHSLDASHVLSPSSNMITEAAIKASA
TTKSPYCTRESRFRCIVPYPPNSDIELELHLGDIIYVQRKQKNGWYKGTHARTHKTGLFPASFVEPDC
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'Figur 17: Drosphila melanogaster POSH-Proteinsequenz (6ffentl. gi:
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Figur 18;: POSH-Doméanen-Analyse

hPOSH-Proteinsequenz:

N-Terminus Proteinfragment von hPOSH (6ffentl. gi: 10432612):

C-Terminus Proteinfragment von hPOSH (éffentl. gi: 7859249):

Maus-POSH Proteinsequenz (6ffentl. gi: 10246922):

Drosophila melanogaster POSH-Proteinsequenz (5ffentl. gi: 17737481)
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Zweite Transfel:ction: pNLenv-1 pNLenv-{ ATAP pLenv-l
Erste Tmns’femmn:‘5 Schein o Schein > ARING

b | S
Zweite Transfektion: pNLenv NLenv-1ATAP
Erste Transfektion: P i

[}

- SHI 4

—g— RING
i ATAP
—g— SH34
—%— SH33 |
~g— Kontrolle

Figur 21

120/124



DE 602 20 621 T2 2008.03.06

Figur 22: menschliche POSH-Copréazipitate mit Rac 1:

"

€3 _PRT3-176 € PRT3-178

E1 ++ ++ ++ +
€2+ + +++ + +

Ub + + ++++ 4
! Poly-Ub[ . 1 _jgg
: S ' —~100
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‘Subzellulare Fraktionen

2 3 4

Da Immunblot

Extrakt

1150

<€OISHAeIRING-V5 H}Sﬁhf\m |

100
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<qdMyc-Racl V12/N17

Anti-Myc

q

mumumm%_@é.& Anti-V5
100

9,  Anti-POSH

100
+ + + + + + POSHdelRING-V5
+ + + Myc-Racl V12
+ + + Myc-Racl N17
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Figur 24: Knockdown von POSH schliefit HIV-Viruspartikel in intrazellulare
Partikel

SiRNA-Tsg101

“r detie

N

SIRNA-PRT3

Kontrolle
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Figur 25: POSH liegt an zwei Stellen, eine am Nucleus und eine im Golgi {C).
Nach der Transfektion mit HIV wird die Rekrutierung von POSH in den
Golgi verstarkt (D).
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