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Beschreibung

STAND DER TECHNIK

[0001] Bewertung möglicher Arzneistoffziele umfasst die Bestimmung ob ein DNA-, RNA- oder Proteinmole-
kül mit einem Erkrankungsprozess in Verbindung gebracht wird und daher ein geeignetes Ziel für 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 für menschliche Krankheiten. Das Umfeld der Arzneistoff-Entdeckung hat sich aufgrund der 
Genomics-Revolution dramatisch verändert. 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 Entzündung oder Immunantwort, ist ein ent-
scheidender Teil der Arzneistoffentwicklung. Viele Krankheiten und Störungen könnten durch die Expression 
von einem oder mehreren Genen, die in der molekularen Ätiologie des Zustandes beteiligt sind, behandelt oder 
verhindert werden, wenn das geeignete molekulare Ziel identifiziert und geeignete Antagonisten entwickelt 
werden könnten. Krebs zum Beispiel, in dem ein oder mehrere zelluläre Oncogene aktiviert werden und in der 
ungehinderten Progression von Zellzyklusprozessen resultieren, könnte durch Antagonisieren von geeigneten 
Zellzyklus-Kontrollgenen behandelt werden. Darüber hinaus resultieren viele menschliche genetische Erkran-
kungen, wie zum Beispiel Huntington Krankheit und bestimmte Prionen-Zustände, die sowohl durch geneti-
sche als auch durch epigenetische Faktoren beeinflusst werden, im Gegensatz zu einem völligen Funktions-
verlust, aus der unangemessenen Aktivität eines Polypeptids. Demgemäß würde das Bekämpfen der abwei-
chenden Funktion solcher Mutantengene eine Maßnahme zur Behandlung bereitstellen. Außerdem sind infek-
tiöse 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 Störungen 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 während des viralen Lebenszyklus hinzugewählt werden. Die ernsthafte und unheilbare Natur von vielen 
viralen Krankheiten, gekoppelt mit der hohen Mutationsrate, die in vielen Viren festgestellt wird, führt dazu, 
dass die Identifizierung von antiviralen Mitteln hohe Priorität bei der Verbesserung der Weltgesundheit genießt. 
Gene und Proteine, die am viralen Lebenszyklus beteiligt sind, sind auch als ein Gegenstand für die Untersu-
chung attraktiv, da solche Gene und Proteine üblicherweise zusätzliche Aktivitäten in der Wirtszelle haben und 
eine Rolle in anderen nicht-viralen Krankheitszuständen spielen können.

[0004] Virale Reifung benötigt die proteolytische Prozessierung der Gag-Proteine und die Aktivität des Wirt-
sproteins. Es wird angenommen, dass zelluläre Maschinerien für Exo/Endocytose und für Ubiquitinkonjugation 
an der Reifung beteiligt sein können. Insbesondere hängt das Zusammenfügen, die Sprossung und anschlie-
ßende 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 Zusammenfügen 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-ähnlichen Partikeln unterdrücken, die von SIV- und RSV-Gag 
stammen. Inhibitoren beeinflussen auch die Gag-Prozessierung und Reifung in infektiöse 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 ist im Fachgebiet gut bekannt, dass Ubiquitin-vermittelte Proteolyse der Hauptweg für den selekti-
ven kontrollierten Abbau von intrazellulären Proteinen in eukaryontischen Zellen ist. Ubiquitin-Modifikation von 
einer Vielzahl an Proteinzielen innerhalb der Zelle scheint in etlichen grundlegenden zellulären Funktionen, wie 
zum Beispiel Regulation der Genexpression, Regulation des Zellzyklus, Modifikation der Zelloberflächenrezep-
toren, Biogenese von Ribosomen und DNA-Reparatur wichtig zu sein. Eine Hauptfunktion des von Ubiquitin 
vermittelten Systems ist es die Halbwertszeit von zellulären Proteinen zu kontrollieren. Die Halbwertszeit von 
unterschiedlichen Proteinen kann von wenigen Minuten bis zu mehreren Tagen reichen und kann, abhängig 
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vom Zelltyp, Ernährungszustand und Umweltbedingungen sowie dem Stadium des Zellzyklus, erheblich vari-
ieren.

[0007] Ausgewählte Proteine, die, wahrscheinlich durch die Wirkungen eines Ubiquitin-abhängigen 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 Fällen auch zusätzliche Substrat-Erkennungsproteine (E3s) be-
nötigen. Nach dem Verbinden der ersten Ubiquitin-Kette, können zusätzliche Ubiquitinmoleküle 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 anfänglichen 
Schritt, der ATP benötigt, 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 übertragen. Schließlich 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 großen Auswahl an zellulären Prozessen eine 
Rolle spielt, einschließlich Zellzyklus-Progression, Apoptose und Umsatz von vielen Membranrezeptoren. In 
viralen Infektionen ist das Ubiquitinsystem nicht nur am Zusammenfügen, der Sprossung und Freisetzung be-
teiligt, sondern auch an der Repression von Wirtsproteinen wie zum Beispiel p53, die zu einem viral-induzierten 
Neoplasma führen können. Das HIV- Vpu-Protein interagiert mit einem E3-Protein, das den IκB-Abbau regu-
liert und von dem angenommen wird, dass es Apoptose von infizierten Zellen durch direkte Hemmung der 
NF-κB-Aktivität fördert (Bour et al. (2001) J Exp Med 194:1299–311; U.S. Patentnummer 5.932.425).

[0010] Die vesikulären Trafficking-Systeme sind die Hauptwege für die Verteilung von Proteinen zwischen 
Zellorganellen, der Plasmamembran und dem extrazellulären Medium. Die vesikulären Trafficking-Systeme 
können 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 frühen Endosomen, sowie vom Trans-Golgi-Netzwerk zu den Endosomen. Coatomer-be-
schichtete Vesikel umfassen mit Hüllenprotein I (COP-I) beschichtete Vesikel und COP-II beschichtete Vesikel, 
wobei beide die Tendenz haben den Transport von einer Vielzahl an Molekülen 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 Hüllenproteinen beschichtet ist und die Vesikel werfen ihre Hülle ab bevor sie mit der Zielmem-
bran verschmelzen.

[0011] Clathrin-Hüllen fügen sich an der cytoplasmatischen Oberfläche der Membran zusammen indem sie 
Gruben bilden, die sich dann letztendlich abschnüren 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, einschließlich 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 fördern die Clathrin-Gehäusebil-
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 enthält γ-, β1-, μ1- und σ1-Polypeptidketten. AP2 verbindet sich mit endocytischen 
Clathrin-beschichteten Vesikeln und enthält α-, β2-, μ2- und σ2-Polypeptide. Interaktionen zwischen dem Cal-
thrinkomplex und anderen Proteinen werden durch eine Vielzahl an Domänen vermittelt, die sich in den Kom-
plexproteinen finden, wie zum Beispiel SH3 (Src Homologie 3)-Domänen, PH (Pleckstrin Homologie)-Domä-
nen, EH- und NPF-Damänen. (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 anfängliche Komplex wird durch einen Hüllen-Proteinkomplex (COPI oder COPII) erkannt. Die Hülle 
wächst dann über die Membran und verschiedene Cargo-Proteine werden im wachsenden Netzwerk einge-
schlossen. Die Membran wölbt sich schlussendlich und wird zu einem Vesikel. Die Hüllenproteine stimulieren 
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die GTPase-Aktivität der GTPase und nach der Hydrolyse des GTPs werden die Hüllenproteine von dem Kom-
plex freigesetzt, wobei das Vesikel enthüllt 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) Nucleinsäuresequenzen und Proteine, die dadurch codiert sind. In bestimmten Ausführungsformen 
spielen POSH-Proteine eine Rolle bei der viralen Reifung. Wahlweise hat POSH beim Zusammenfügen oder 
Trafficking von Komplexen eine Wirkung, die die virale Freisetzung vermitteln. In einer Ausführungsform kön-
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 Ausführungsformen wirkt ein POSH-Polypep-
tid beim vesikulären Trafficking. In weiteren Ausführungsformen reguliert ein POSH-Polypeptid einen Rac-Si-
gnalweg. In noch einer anderen Ausführungsform reguliert ein POSH-Polypeptid einen JNK-Weg. In einer zu-
sätzlichen Ausführungsform reguliert ein POSH-Polypeptid NF-κB. In einer anderen Ausführungsform reguliert 
ein POSH-Polypeptid Apoptose.

[0014] In manchen Aspekten stellt die Erfindung Nucleinsäuresequenzen und Proteine bereit, die dadurch co-
diert werden, sowie auch Oligonucleotide, die aus den Nucleinsäuresequenzen stammen, Antikörper 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 Hülle, RNA-Virus und insbesondere ein Retrovirus.

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

[0016] In anderen Ausführungsformen stellt die Erfindung eine Nucleinsäure bereit, ferner umfassend eine 
transkriptionelle regulatorische Sequenz, die mit der Nucleotidsequenz funktionsfähig verbunden ist, um die 
Nucleotidsequenz für die Verwendung als einen Expressionsvektor geeignet zu machen. In einer anderen Aus-
führungsform kann die Nucleinsäure 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 Nucleinsäure der Erfindung. In einer verwandten Ausführungsform 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 Nucleinsäuresequenz 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 eingeführt wird, die Menge an menschlicher 
POSH-mRNA und/oder eines menschlichen POSH-Polypeptids vermindert und im Stande ist die Herstellung 
von Virus-ähnlichen Partikeln in der Zelle zu hemmen, wobei diese siRNA eine Sequenz umfasst, die aus der 
Gruppe ausgewählt ist bestehend aus irgendeiner der SEQ ID NOs: 15, 16, 18, 19, 21, 22, 24 und 25. In einer 
verwandten Ausführungsform 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 Ausführungsform 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 Aminosäuresequenz die 
nicht identisch zu SEQ ID NO: 2 ist.

[0020] Die betreffenden Proteine können auch als chimäre Moleküle 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-
säuresequenz 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 Aktivität wie zum Beispiel alkalische 
Phosphatase, z.B. ist der zweite Polypeptidteil ein Epitop, Tag, usw.

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

[0022] In noch einem weiteren Aspekt stellt die Erfindung einen Test für das Screening von Testbedingungen 
für Inhibitoren einer Interaktion zwischen einem POSH-Polypeptid und einem mit POSH assoziierten Protein 
(POSH-AP) bereit, wie zum Beispiel eine späte Domänenregion 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 können; und (ii) Nachweis der Bildung eines Komplexes, der das 
POSH-Polypeptid und ein POSH-AP enthält. Eine statistisch signifikante Veränderung, 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] In einem zusätzlichen Aspekt stellt die Erfindung eine Nucleinsäure für Therapien zur Manipulation von 
POSH bereit. In einer Ausführungsform stellt die Erfindung eine Zusammensetzung bereit, umfassend eine 
siRNA, die zwischen 15 und 30 aufeinander folgende Nucleotide von einer Nucleinsäuresequenz 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 eingeführt wird, die Menge an menschlicher POSH-mRNA und/oder von einem menschlichen POSH-Po-
lypeptid vermindert und im Stande ist die Produktion von Virus-ähnlichen 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 ausgewählt wird.

[0024] Die Erfindung zeichnet sich auch durch transgene, nicht-menschliche Tiere, z.B. Mäuse, Ratten, Ka-
ninchen, Ziegen, Schafe, Hunde, Katzen, Kühe 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 für virale Infektionen.

[0025] In weiteren Aspekten stellt die Erfindung Zusammensetzungen für die Verabreichung einer Nuclein-
säuretherapie bereit, wie zum Beispiel Zusammensetzungen, umfassend ein Liposom und/oder einen pharma-
zeutisch verträglichen Hilfsstoff oder Träger.

[0026] Die Anwendung der vorliegenden Erfindung wird, wenn nicht anderes angezeigt, herkömmliche 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 
vollständig erklärt. 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 I und II 
(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 Ansprüchen offensichtlich werden.

KURZE BESCHREIBUNG DER ABBILDUNGEN

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

[0029] Fig. 2: Menschliche POSH-Aminosäuresequenz (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 (öffentliche gi:10432611; SEQ ID NO: 4)

[0032] Fig. 5: N-terminales Proteinfragment von hPOSH (öffentliche gi:10432612; SEQ IDNO: 5)

[0033] Fig. 6: 3'-mRNA-Fragment von mPOSH (öffentliche gi: 7959248; SEQ ID NO: 6)

[0034] Fig. 7: C-terminales Proteinfragment von hPOSH (öffentliche gi:7959249; SEQ ID NO: 7)

[0035] Fig. 8: Gesamte menschliche POSH mRNA, vermerkte Sequenz

[0036] Fig. 9: Domänenanalyse von menschlichem POSH

[0037] Fig. 10: Diagramm von menschlichen POSH-Nucleinsäuren. Das Diagramm zeigt das Volllängen 
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 eigenständigen Sequenz in der Codierungsregion des POSH-Gens verglichen (siehe 
Fig. 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 Immunpräzipitationen von 35S Pulse-Chase markierten Gag Proteinen werden für zel-
luläre und virale Lysate aus transfizierten HeLa-Zellen präsentiert, die entweder mit POSH RNAi (50 nM für 48 
Stunden) behandelt oder nicht behandelt wurden. Die Zeit während der Chase-Periode (1, 2, 3,4 und 5 Stun-
den nach dem Pulse) wird für jedes Bild von links nach rechts dargestellt.

[0040] Fig. 13: Freisetzung von VLP aus Zellen bei stationärem Zustand. HeLa-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 (öffentliche gi:10946921; SEQ ID NO: 8)

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

[0043] Fig. 16: Drosphila melanogaster POSH-mRNA-Sequenz (öffentliche gi:17737480; SEQ ID NO: 10)

[0044] Fig. 17: Drosophila melanogaster POSH-Proteinsequenz (öffentliche gi:17737481; SEQ ID NO: 11)

[0045] Fig. 18: POSH-Domänenanalyse

[0046] Fig. 19: teilweiser Knockdown von menschlichem POSH resultiert in der Reduktion von 4-Logs der 
HIV-Infektiosität. Die Ergebnisse vom Infektiositätstest werden im Diagramm präsentiert. Die vertikale Achse 
zeigt den Prozentsatz von infizierten Zielzellen und die horizontale Achse zeigt die wie vielfache Verdünnung 
der Virus- Stammlösungen verwendet wurde (siehe Beispiel 4 für 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 Immunpräzipitationen von 35S Pulse-Chase mar-
kierten Gag-Proteinen, werden für zelluläre und virale Lysate aus transfizierten HeLa-Zellen präsentiert. 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) enthält. Das rechte Feld wurde mit 
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einem HIV-codierenden Plasmid transfiziert, das eine Punktmutation in p6 (PTAP nach ATAP) enthält. 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 während der Chase-Periode (0, 1, 2, 4 und 8 Stunden nach dem Pulse) wird von links nach rechts für 
jedes Feld präsentiert.

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

[0049] Fig. 22: Menschliches POSH hat Ubiquitin-Ligaseaktivität

[0050] Fig. 23: Menschliches POSH co-immunpräzipitiert mit RAC1

[0051] Fig. 24: Knockdown von menschlichem POSH schließt HIV-Viruspratikel in intrazelluläre Vesikel ein. 
HIV-Virusfreisetzung wurde durch Elektronenmikroskopie analysiert, nach siRNA und Volllängen 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 Phänotyp (oberes Feld). Knockdown von hPOSH-Mengen resul-
tierte in der Akkumulation von Viren innerhalb der Zelle in intrazellulären 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 verstärkt (D). HeLa- und 293T-Zellen wurden mit 
pNenv-1 transfiziert. 24 Stunden nach der Transfektion wurden die Zellen mit primären Antikörpern 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 sekundäre Antikörper wurden 
verwendet. Spezifische Signale wurden durch Laser-Scanning-Confokale Mikroskopie erhalten und einzelne 
Signale wurden überlagert, 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, außerhalb des Nucleus lokalisiert.

GENAUE BESCHREIBUNG DER ERFINDUNG

1. Definitionen

[0053] Der Begriff „Bindung" bezieht sich auf eine direkte Assoziation zwischen zwei Molekülen, zum Beispiel 
aufgrund von kovalenten, elektrostatischen, hydrophoben, ionischen und/oder Wasserstoffbrücken-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 mögliche Nachkommen einer solchen Zelle. Da bestimmte Modifikationen in 
nachfolgenden Generationen entweder aufgrund von Mutation oder Umwelteinflüssen stattfinden können, kön-
nen solche Nachkommen tatsächlich nicht mit der Elternzelle identisch sein, aber noch immer innerhalb des 
Geltungsbereiches des Begriffes, wie er hierin verwendet wird, eingeschlossen sein.

[0055] Ein „chimäres Protein" oder „Fusionsprotein" ist eine Fusion von einer ersten Aminosäuresequenz, die 
ein Polypeptid codiert, mit einer zweiten Aminosäuresequenz, die eine Domäne definiert, die zu irgendeiner 
Domäne der ersten Aminosäuresequenz fremd und nicht wesentlich homolog damit ist. Ein chimäres Protein 
kann eine Fremd-Domäne 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 „Molekül" werden hierin austauschbar verwendet 
und sollen Peptide, Nucleinsäuren, Kohlenhydrate, kleine organische Moleküle, natürliche Produktext-
rakt-Banken und alle andere Moleküle (einschließlich, aber nicht beschränkt auf Chemikalien, Metalle und or-
ganometallische Verbindungen) umfassen, sind aber nicht auf sie beschränkt.

[0057] Die Redewendung „konservative Aminosäuresubstitution" bezieht sich auf Gruppierungen von Amino-
säuren auf der Basis von bestimmten allgemeinen Eigenschaften. Eine funktionelle Art die gemeinsamen Ei-
7/124



DE 602 20 621 T2    2008.03.06
genschaften zwischen einzelnen Aminosäuren zu definieren, ist es die genormten Frequenzen von Aminosäu-
reveränderungen zwischen entsprechenden Proteinen von homologen Organismen zu analysieren (Schulz, G. 
E. und R. H. Schirmer., Principles of Protein Structure, Springer-Verlag). Gemäß solchen Analysen können 
Gruppen von Aminosäuren definiert werden, wobei Aminosäuren innerhalb einer Gruppe vorzugsweise mitein-
ander austauschen und einander daher am meisten in der Wirkung auf die gesamte Proteinstruktur ähneln 
(Schulz, G.E. und R. H. Schirmer., Principles of Protein Structure, Springer-Verlag). Beispiele von Aminosäu-
regruppen, die auf diese Weise definiert werden umfassen: 

(i) eine geladene Gruppe, bestehend aus Glu und Asp, Lys, Arg und His,
(ii) 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 große aliphatische nicht-polare Gruppe, bestehend aus Val, Leu und Ile,
(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, Ile, Met und Cys, und
(x) eine kleine Hydroxylgruppe, bestehend aus Ser und Thr.

[0058] Zusätzlich zu den vorstehend präsentierten Gruppen kann jeder Aminosäurerest seine eigene Gruppe 
bilden und auf die Gruppe, die durch eine einzelne Aminosäure gebildet wird, kann einfach durch die ein- 
und/oder drei-Buchstaben-Abkürzung Bezug genommen werden, die im Allgemeinen im Fachgebiet für diese 
Aminosäure verwendet wird.

[0059] Ein „konservierter Rest" ist eine Aminosäure, die über den Bereich von ähnlichen Proteinen relativ in-
variable ist. Oft werden konservierte Reste nur variieren, indem sie durch eine ähnliche Aminosäure ersetzt 
werden, wie es vorstehend für „konservative Aminosäure-Substitution" beschrieben wurde.

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

[0061] „Homologie" oder „Identität" oder „Ähnlichkeit" bezieht sich auf Sequenzähnlichkeit zwischen zwei 
Peptiden oder zwischen zwei Nucleinsäuremoleküle. Homologie und Identität können jeweils durch Verglei-
chen einer Position in jeder Sequenz bestimmt werden, die für Vergleichszwecke abgeglichen werden kann. 
Wenn eine äquivalente Position in den verglichenen Sequenzen durch die gleiche Base oder Aminosäure be-
setzt ist, dann sind die Moleküle an dieser Position identisch; wenn die äquivalente Stelle durch den gleichen 
oder einen ähnlichen Aminosäurerest (z.B. ähnlich in sterischer und/oder elektronischer Natur) besetzt ist, 
dann können die Moleküle an dieser Position als homolog (ähnlich) bezeichnet werden. Der Ausdruck als Pro-
zentsatz der Homologie/Ähnlichkeit oder Identität bezieht sich auf eine Funktion der Zahl an identischen oder 
ähnlichen Aminosäuren an Positionen, die von den verglichenen Sequenzen geteilt werden. Eine Sequenz, die 
„nicht-verwandt" oder „nicht homolog" ist, teilt weniger als 40% Identität, obwohl vorzugsweise weniger als 25% 
Identität, mit einer Sequenz der vorliegenden Erfindung. Beim Vergleich von zwei Sequenzen vermindert die 
Abwesenheit von Resten (Aminosäuren oder Nucleinsäuren) oder die Anwesenheit von zusätzlichen Resten 
auch die Identität und Homologie/Ähnlichkeit.

[0062] Der Begriff „Homologie" beschreibt einen auf Mathematik basierenden Vergleich von Sequenzähnlich-
keiten, der verwendet wird, um die Gene oder Proteine mit ähnlichen Funktionen oder Motiven zu identifizieren. 
Die Nucleinsäure- und Proteinsequenzen der vorliegenden Erfindung können als eine „Abfrage-Sequenz" ver-
wendet werden, um eine Suche in öffentlichen Datenbanken durchzuführen, zum Beispiel um andere Famili-
enmitglieder, verwandte Sequenzen oder Homolge zu identifizieren. Solche Recherchen können unter Ver-
wendung von NBLAST und XBLAST-Programmen (Version 2.0) von Altschul, et al. (1990) J Mol. Biol. 
215:403–10 durchgeführt werden. BLAST-Nucleiotidrecherchen können mit dem NBLAST-Programm durch-
geführt werden, Punktezahl = 100, Wortlänge = 12, um Nucleotidsequenzen zu erhalten, die homolog zu den 
Nucleinsäuremolekülen der Erfindung sind. BLAST-Proteinrecherchen können mit dem XBLAST-Programm 
durchgeführt werden, Punktezahl = 50, Wortlänge = 3, um Aminosäuresequenzen zu erhalten, die homolog zu 
den Proteinmolekülen der Erfindung sind. Um für Vergleichszwecke Abgleichungen mit Leerplätzen zu erhal-
ten, kann, wie beschrieben in Atschul et al., (1997) Nucleic Acids Res. 25(17):3389–3402, genützt werden. 
Wenn BLAST oder Gapped BLAST-Programme verwendet werden, können die Standard-Parameter der jewei-
ligen Programme (z.B. XBLAST und BLAST) verwendet werden. Siehe http://www.ncbi.nlm.nih.gov.

[0063] Wie hierin verwendet, bedeutet „Identität" der Prozentsatz von identischen Nucleotid- oder Aminosäu-
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reresten an den entsprechenden Posititonen in zwei oder mehreren Sequenzen, wenn die Sequenzen so ab-
geglichen sind, dass sie die Sequenzübereinstimmung maximieren, d.h. Leerstellen und Insertionen berück-
sichtigen. Identität kann leicht durch bekannte Verfahren berechnet werden, einschließlich, aber nicht be-
schränkt 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 I, 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 Identität wer-
den darüber hinaus entworfen, um die längste Übereinstimmung zwischen den untersuchten Sequenzen zu 
ergeben. Darüber hinaus sind Verfahren zur Identitätsbestimmung in öffentlich erhältlichen Computerprogram-
men kodifiziert. Computerprogramm-Verfahren zur Identitätsbestimmung zwischen zwei Sequenzen umfas-
sen, sind aber nicht beschränkt 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 öffentlich von NCBI und 
anderen Quellen erhältlich (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 Identität zu verwenden.

[0064] Der Begriff „Intron" bezieht sich auf einen Teil einer Nucleinsäure, der anfänglich in RNA transkribiert 
wird, aber später entfernt wird, sodass er größtenteils nicht in der prozessierten mRNA vertreten ist. Intronent-
fernung findet durch Reaktionen an den 5' und 3'-Enden statt, die üblicherweise als die 5'- bzw. 3'-Spleißstellen 
bezeichnet werden. Abwechselnde Verwendung von unterschiedlichen Spleiß-Stellen resultiert in Spleiß-Vari-
anten. Ein Intron liegt nicht notwendigerweise zwischen zwei „Exons" oder Teilen, die für Aminosäuren codie-
ren, sondern kann stattdessen zum Beispiel zwischen dem Promoter und dem ersten Exon liegen. Ein Intron 
kann selbst-spleißend sein oder kann zelluläre Komponenten benötigen, um aus der mRNA gespleißt zu wer-
den. Ein „heterologes Intron" ist ein Intron, das in eine codierende Sequenz inseriert ist, die nicht naturgemäß
mit der Codierungssequenz verbunden ist. Außerdem kann ein heterologes Intron ein im Allgemeinen natürli-
ches Intron sein, worin ein oder beide Spleißstellen geändert worden sind, um eine gewünschte Qualität be-
reitzustellen, wie zum Beispiel erhöhte oder verminderte Spleiß-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 Spleiß-Variante um Vergleich mit einer anderen zu erhöhen. Als ein Beispiel kann das Kaninchen 
Beta-Globingen verwendet werden und ist im Handel auf dem pCI-Vektor von Promega Inc. erhältlich. 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-Präparation, die im Wesentlichen frei von kontaminieren-
den Proteinen ist, die normalerweise mit dem Protein oder Proteinkomplex vorhanden sein würden, z.B. in dem 
zellulären Milieu in welchem das Protein oder der Komplex endogen festgestellt wird. Ein isolierter Proteinkom-
plex wird daher aus zellulären Komponenten isoliert, welche die Untersuchung des Komplexes der isoliert wird 
normalerweise „kontaminieren" oder stören würden, zum Beispiel während 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 Nucleinsäuren, wie zum Beispiel DNA oder RNA ver-
wendet wird, bezieht sich auf Moleküle in einer Form, die nicht in der Natur vorkommt. Darüber hinaus soll eine 
„isolierte Nucleinsäure" Nucleinsäurefragmente umfassen, die nicht natürlich als Fragmente vorkommen und 
nicht in einem Naturzustand gefunden werden würden.

[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 Grüne 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. infektiöses Pferde-Anämievirus (EIAV). Alle Lentiviren exprimie-
ren mindestens zwei zusätzliche regulatorische Proteine (Tat, Rev) zusätzlich zu den Gag, Pol und Env-Prote-
inen. Primaten-Lentiviren produzieren andere zusätzliche Proteine, einschließlich Nef, Vpr, Vpu, Vpx und Vif. 
Im Allgemeinen sind Lentiviren die ursächlichen Erreger einer Vielfalt von Krankheiten, zusätzlich zur Immun-
defizienz, einschließlich neurologischer Degeneration und Arthritis. Nucleotidsequenzen der verschiedenen 
Lentiviren können in Genbank unter den folgenden Hinterlegungsnummern gefunden werden (aus J. M. Coffin, 
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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 UI 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 erhältlich. Infektiöses Pferde-Anämievirus A ist unter der ATCC- Hinterle-
gungsnummer VR-778 erhältlich. Ziegen-Arthritis-Encephalitisvirus ist unter der ATCC- Hinterlegungsnummer 
VR-905 erhältlich. Visna-Virus ist unter der ATCC- Hinterlegungsnummer VR-779 erhältlich. Wie hierin verwen-
det bezieht sich der Begriff „Nucleinsäure" auf Polynucleotide wie zum Beispiel Desoxyribonucleinsäure (DNA) 
und wo angebracht auf Ribonucleinsäure (RNA). Der Begriff sollte auch so verstanden werden, dass er als 
Äquivalente, Analoge von entweder RNA oder DNA umfasst, die aus Nucleotidanalogen gemacht sind, und, 
wenn für die beschriebenen Ausführungsform zutreffend, einzelsträngige (wie zum Beispiel Sense oder Anti-
sense) und doppelsträngige Polynucleotide.

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

[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-Domäne umfasst. Antikörper, die an eine p6-Domäne binden, werden als „anti-p6-Antikörper" bezeichnet. P6 
verweist auch auf Proteine, die künstlich erzeugte L-Domänen umfassen, zum Beispiel einschließlich L-Domä-
nen umfassend eine Reihe an L-Motiven. Der Begriff „Gag-Protein" oder „Gag-Polypeptid" verweist auf ein Po-
lypeptid, das Gag-Aktivität aufweist und umfasst vorzugsweise eine L (oder späte) Domäne. 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-Nucleinsäure" ist eine Nucleinsäure, 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 überall bereitgestellt.

[0074] Ein „Profil" wird hierin verwendet, um ein Informationsaggregat im Hinblick auf eine Zellpräparation 
oder Membran-Oberflächenproteine anzuzeigen. Ein Profil wird zumindest Information bezüglich der Anwe-
senheit oder Abwesenheit solcher Proteine umfassen. Üblichererweise wird ein Profil Information bezüglich 
der Anwesenheit oder Abwesenheit einer Vielzahl solcher Proteine umfassen. Außerdem kann ein Profil an-
dere Information über 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 Präparation 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 zellulären Proteinen" (hierin auch bezeichnet als „im Wesentlichen frei von an-
deren kontaminierenden Proteinen") wird definiert, dass er einzelne Präparationen von jeder der Komponen-
ten-Proteine einschließt, 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 können, wie in den beigefügten Beispielen beschrieben, als gereinigte Präparationen unter Ver-
wendung eines clonierten Gens erzeugt werden. Mit „gereinigt" wird gemeint, wenn Bezug auf Komponen-
ten-Proteinpräparationen genommen wird, die verwendet werden, um ein Proteingemisch zu rekonstituieren, 
dass das angezeigte Molekül im wesentlichen in Abwesenheit von anderen biologischen Makromolekülen, wie 
zum Beispiel anderen Proteinen (insbesondere anderen Proteinen, welche die Eigenschaften des Komponen-
tenproteins, entweder als gereinigte Präparationen oder in ihrer Funktion in dem rekonstituierten Testgemisch 
im Wesentlichen maskieren, vermindern, undeutlich machen oder ändern) anwesend ist. Der Begriff „gerei-
nigt", wie er hierin verwendet wird, bedeutet vorzugsweise mindestens 80% nach dem Trockengewicht, stärker 
bevorzugt im Bereich von 85 Gewichtsprozent, mehr bevorzugt 95–99 Gewichtsprozent und am meisten be-
vorzugt mindestens 99,8 Gewichtsprozent der biologischen Makromoleküle des gleichen vorhandenen Typs 
(aber Wasser, Puffer und andere kleine Moleküle, besonders Moleküle, die ein Molekulargewicht von weniger 
als 5000 aufweisen, können 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-
lären Liganden interagiert oder einem Liganden, der innerhalb der Zelle liegt, aber in einem Raum, der topolo-
gisch äquivalent ist zum extrazellulären 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 öffentlichen Datenbanken 
identifiziert. Rezeptoren weisen oft Membrandomänen auf.

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

[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. Darüber 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 enthält, die eine Aminosäuresequenz eines nativen 
Proteins aufweisen oder eine Aminosäuresequenz, die ähnlich dazu ist, die durch Mutationen, einschließlich 
Substitutionen und Deletionen von natürlich vorkommenden Protein, erzeugt wird.

[0080] Eine „RING-Domäne" oder „Ring-Finger" ist eine Zink-bindende Domäne, mit einem definierten Oktett 
an Cystein und Histidinresten. Bestimmte RING-Domänen umfassen die Konsensussequenzen, wie sie nach-
stehend dargelegt sind (Aminosäure-Nomenklatur wird in Tabelle 1 dargelegt): Cys Xaa Xaa Cys Xaa10-20 Cys 
Xaa His Xaa2-5 Cys Xaa Xaa Cys Xaa13-50 Cys Xaa Xaa Cys  
or Cys Xaa Xaa Cys Xaa10-20 Cys Xaa His Xaa2-5 His Xaa Xaa Cys Xaa13-50 Cys Xaa Xaa Cys.

[0081] Bestimmte RING-Domänen werden als Aminosäuresequenzen dargestellt, die mindestens 80% iden-
tisch sind zu den Aminosäuren 12–52 der SEQ ID NO: 2 wie sie in SEQ ID NO: 26 dargelegt ist. Bevorzugte 
RING-Domänen sind 85%, 90%, 95%, 98% und am meisten bevorzugt 100% identisch mit der Aminosäurese-
quenz von SEQ ID NO: 26. Bevorzugte RING-Domänen der Erfindung binden an verschiedene Proteinpartner, 
um einen Komplex zu bilden, der Ubiquitin-Ligaseaktivität aufweist. RING-Domänen 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 Einführen von einer oder mehrerer doppelsträngiger 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 Moleküle", wie hierin verwendet, soll sich auf eine Zusammensetzung beziehen, die ein Mole-
kulargewicht von weniger als etwa 5 kD aufweist und am stärksten bevorzugt weniger als etwa 2,5 kD. Kleine 
Moleküle können Nucleinsäuren, Peptide, Polypeptide, Peptidomimetika, Kohlenhydrate, Lipide oder andere 
organische (Kohlenstoff enthaltende) oder anorganische Moleküle sein. Viele Pharmafirmen haben umfassen-
de Banken an chemischen und/oder biologischen Gemischen, umfassend Anordnungen von kleinen Molekü-
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len, oft Pilz-, bakterielle, oder Algenextrakte, die mit jedem der Tests der Erfindung durchmustert werden kön-
nen.

[0084] Eine „SH3"- oder „Src Homologie 3"-Domäne ist eine Proteindomäne, von im Allgemeinen etwa 60 
Aminosäureresten, die zuerst als eine konservierte Sequenz in dem nicht-katalytischen Teil von verschiedenen 
cytoplasmatischen Protein-Tyrosinkinasen (z.B. Src, Abi, Lck) identifiziert wurde. SH3-Domänen vermitteln 
den Zusammenbau von spezifischen Proteinkomplexen über die Bindung an Prolin-reiche Peptide. Beispiel-
hafte SH3-Domänen werden durch die Aminosäuren 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 Ausführungsformen interagiert 
eine SH3-Domäne mit einer Konsensussequenz von RXaaXaaPXaaX6P (wobei X6, wie in der Tabelle nach-
stehend definiert, eine hydrophobe Aminosäure darstellt). In bestimmten Ausführungsformen interagiert eine 
SH3-Domäne mit einer oder mehreren der folgenden Sequenzen: P(T/S)AP, PFRDY, RPEPTAP, RQGPKEP, 
RQGPKEPFR, RPEPTAPEE und RPLPVAP. In bevorzugten Ausführungsformen interagiert die 4. SH3-Domä-
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 Fähigkeit eine Nuclein-
säuresonde/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 komplementär ist, oder 
natürlich vorkommenden Mutanten davon, sodass sie weniger als 15%, vorzugsweise weniger als 10% und 
stärker bevorzugt weniger als 5% Hintergrundshybridisierung zu einer anderen zellulären Nucleinsäure als 
dem POSH-Gen aufweist (z.B. mRNA oder genomische DNA). Eine Vielzahl an Hybridisierungsbedingungen 
kann verwendet werden, um spezifische Hybridisierung nachzuweisen und die Stringenz wird hauptsächlich 
durch den Waschschritt des Hybridisierungstests bestimmt. Im Allgemeinen ergeben hohe Temperaturen und 
niedrige Salzkonzentrationen hohe Stringenz, während niedrige Temperaturen und hohe Salzkonzentrationen 
niedrige Stringenz ergeben. Hybridisierung mit niedriger Stringenz wird z.B. durch Waschen in etwa 2,0 × SSC 
bei 50°C erzielt und hohe Stringenz wird mit etwa 0,2 × SSC bei 50°C erzielt. Weitere Beschreibungen der 
Stringenz werden nachstehend bereitgestellt.

[0086] Wenn auf Polypeptide angewandt, bedeutet „erhebliche Sequenzidentität", 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% Sequenzidentität teilen, vorzugsweise mindestens 95% 
Sequenzidentität, stärker bevorzugt mindestens 99% Sequenzidentiät und mehr. Vorzugsweise unterscheiden 
sich Restpositionen, die nicht identisch sind durch konservative Aminosäuresubstitutionen. Zum Beispiel wir-
ken sich die Substitutionen von Aminosäuren, die ähnliche chemische Eigenschaften aufweisen, wie zum Bei-
spiel Ladung oder Polarität, wahrscheinlich nicht auf die Eigenschaften eines solchen Proteins aus. Beispiele 
umfassen Glutamin statt Asparagin oder Glutaminsäure statt Asparaginsäure.

[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 funktionsfähig ver-
bunden sind, induzieren oder kontrollieren. In bevorzugten Ausführungsformen 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 natürlich vorkommenden Proteinform kontrollieren.

[0088] Wie es hierin verwendet wird, ist ein „transgenes Tier" jedes Tier, vorzugsweise ein nicht-menschlicher 
Säuger, Vogel oder ein Amphibie, in welcher ein oder mehrere der Zellen des Tieres heterologe Nucleinsäuren 
enthalten, die durch menschliche Intervention eingeführt wurden, wie zum Beispiel durch transgene Techniken, 
die im Fachgebiet gut bekannt sind. Die Nucleinsäure wird, direkt oder indirekt durch Einführung in eine Vor-
läuferzelle, mittels überlegter genetischer Manipulation, wie zum Beispiel durch Mikroinjektion oder durch In-
fektion mit einem rekombinanten Virus in die Zelle eingeführt. Der Begriff genetische Manipulation umfasst kei-
ne klassische Kreuzung oder in vitro Fertilisation, sondern ist eher auf das Einführen eines rekombinanten 
DNA-Moleküls gerichtet. Dieses Molekül 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 
„nicht-menschlichen Tiere" der Erfindung umfassen Wirbeltiere wie zum Beispiel Nager, nicht-menschliche Pri-
maten, Schaf, Hund, Rind, Hühner, Amphibien, Reptilien usw. Bevorzugte nicht-menschliche Tiere werden aus 
der Nagerfamilie ausgewählt, einschließlich Ratte und Maus, am stärksten bevorzugt Maus, obwohl auch 
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transgene Amphibien, wie zum Beispiel Mitglieder der Xenopus-Gattung und transgene Hühner wichtige Werk-
zeuge zum Verstehen und Identifizieren von Mitteln sein können, die zum Beispiel die Embryogenese und Ge-
webebildung beeinflussen. Der Begriff „chimäres 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 chimäres 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 Nucleinsäuresequenz (die z.B. 
menschliche POSH-Polypeptide codiert), die für das transgene Tier oder die Zelle in die es eingeführt wird, 
teilweise oder völlig heterolog ist, d. h. fremd ist oder homolog zu einem endogenen Gen des transgenen Tiers 
oder der Zelle ist, in die es eingeführt wird, die aber entworfen wurde, um so in das tierische Genom inseriert 
zu werden, oder so inseriert ist, dass sie das Genom der Zelle ändert in welche sie inseriert wird (z.B. wird sie 
an einer Stelle inseriert, die sich von der des natürlichen Gens unterscheidet oder ihre Insertion resultiert in 
einem Knockout). Ein Transgen kann ein oder mehrere transkriptionelle regulatorische Sequenzen umfassen 
und jede andere Nucleinsäure, wie zum Beispiel Introns, die für die optimale Expression einer ausgewählten 
Nucleinsäure notwendig sein könnten.

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

[0091] Wie hierin verwendet, bezieht sich der Begriff „Vektor" auf ein Nucleinsäuremolekül, das im Stande ist 
eine andere Nucleinsäure, mit der es verbunden worden ist, zu transportieren. Eine Art von bevorzugtem Vek-
tor ist ein Episom, d.h. eine Nucleinsäure, die zur extra-chromosomalen Replikation im Stande ist. Bevorzugte 
Vektoren sind jene, die zur autonomen Replikation und/Expression von Nucleinsäuren im Stande sind, mit de-
nen sie verbunden sind. Vektoren, die im Stande sind die Expression von Genen zu lenken, mit denen sie funk-
tionsfähig verbunden sind, werden hierin als „Expressionsvektoren" bezeichnet. Im Allgemeinen liegen Ex-
pressionsvektoren, die in rekombinanten DNA-Techniken nützlich sind, oft in der Form von „Plasmiden" vor, 
die sich auf doppelsträngige 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 häufigsten verwendete Form von Vektor ist. Die Erfindung soll jedoch solche anderen Ar-
ten von Expressionsvektoren umfassen, die äquivalenten Funktionen dienen und die im Fachgebiet in der Fol-
ge hierzu bekannt werden.

[0092] Ein „Virion" ist ein vollständiges virales Partikel; Nucleinsäure und Kapsid (und in manchen Viren eine 
flüssige Hülle). 
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*Abkürzungen, wie übernommen von http://smart.embl-heidelberg.de/SMART_DATA/alignments/consen-
sus/grouping.html.

2. Überblick

[0093] In bestimmten Aspekten betrifft die Erfindung neue menschliche POSH-Nucleinsäuren und Proteine 
und verwandte Verfahren und Zusammensetzungen. In bestimmten Aspekten betrifft die Erfindung neue Ver-
bindungen zwischen bestimmten Krankheitsstadien und POSH-Nucleinsäuren und Proteinen. POSH kreuzt 
und reguliert eine große Auswahl an zellulären Schlüsselfunktionen, die durch Beeinflussung der Menge an 
und/oder Aktivität der POSH-Polypeptide manipuliert werden können. In bestimmten Aspekten stellt die vorlie-
gende Erfindung, durch Identifizieren des menschlichen POSH-Gens, Verfahren zur Identifizierung 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 Nucleinsäuremittel bereit (z.B. RNAi-Sonden, An-
tisense), mit Antikörper in Zusammenhang stehende Mittel, kleine Moleküle und andere Mittel, welche die 
POSH-Funktion beeinflussen. Andere Aspekte und Ausführungsformen werden hierin beschrieben.

[0094] In bestimmten Aspekten betrifft die Erfindung die Entdeckung, dass bestimmte POSH-Polypeptide als 
E3-Enzyme im Ubiquitinierungssystem wirken. Demgemäß kann die Hinunterregulation oder Hinaufregulation 
von POSH-Ubiquitinligaseaktivität 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, einschließlich transkriptioneller, translationeller oder 
post-translationeller Regulation. Zum Beispiel können POSH-Transkriptmengen durch RNAi vermindert wer-
den, die auf eine POSH-Gensequenz abzielt. Als ein anderes Beispiel kann POSH-Ubiquitin-Ligaseaktivität 
durch Inkontaktbringen von POSH mit einem Antikörper gehemmt werden, der an die POSH-RING-Domäne 
bindet und damit interferiert oder eine Domäne von POSH, welche die Interaktion mit einem Zielprotein (einem 
Protein, das mindestens teilweise aufgrund von POSH-Aktivität ubiquitiniert wird) vermittelt. Als ein anderes 
Beispiel kann POSH-Aktivität erhöht werden, indem die POSH-Expression erhöht wird oder ein aktiver Teil da-
von. Eine Ubiquitinligase, wie zum Beispiel POSH, kann an biologischen Prozessen teilnehmen, einschließlich 
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 

Tabelle 1: Abkürzungen für Aminosäureklassen*

Symbol Kategorie Vertretene Aminosäure 

X1 Alkohol  Ser, Thr

X2 Aliphatisch Ile, Leu, Val

Xaa Irgendeine Ala, Cys, Asp, Glu, Phe, Gly, His, 
Ile, Lys, Leu, Met, Asn, Pro, Gln, 
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, Ile, 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 Bogenähnlich Ala, Cys, Asp, Glu, Gly, His, Lys, 
Asn, Gin, Arg, Ser, Thr

X13 Asparagin-Aspartat  Asn, Asp
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von ubiquitinierten Proteinen gekennzeichnet ist, wie zum Beispiel Demenzen (z.B. Alzheimer und Pick's), Ein-
schlusskörper Myositis und Myopathien, Polyglucosankörper-Myopathie und bestimmte Formen von amyotro-
pher lateraler Sklerose. POSH kann an Krankheiten teilhaben, die durch übermäßige oder unpassende Ubiqu-
itinierung und/oder Proteinabbau gekennzeichnet sind. Außerdem 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 überaktiver 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 geänderten POSH-Ubiquitin-Ligaseaktivität in Zusammenhang stehen.

[0095] In bestimmten Aspekten betrifft die Erfindung die Entdeckung, dass bestimmte POSH-Polypeptide an 
der viralen Reifung, einschließlich der Produktion, Prozessierung nach der Translation, Zusammenbau 
und/oder Freisetzung von Proteinen in einem Viruspartikel beteiligt sind. Demgemäß können virale Infektionen 
durch Hemmung einer Aktivität verbessert werden (z.B. Ubiquitin-Ligaseaktivität oder Zielprotein-Interaktion) 
von POSH und in bevorzugten Ausführungsformen ist das Virus ein Virus, das ein Gag-Protein verwendet, wie 
zum Beispiel HIV, SIV, Ebola oder funktionelle Homologe, wie zum Beispiel VP40 für Ebola. Weitere Virusarten 
werden nachstehend genauer beschrieben. In einer Ausführungsform bindet eine SH3-Domäne 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 Fällen ist eine Abnahme einer POSH-Funktion für Zellen tödlich, die mit einem 
Virus infiziert sind, welches POSH bei der Freisetzung der viralen Partikel verwendet. Während man nicht an 
einen Mechanismus gebunden sein möchte, scheint der Verlust der POSH-Funktion in solchen Zellen, durch 
eine Überakkumulation von viralen Partikeln oder Teilen davon in einer Zelle, zu Zelltod führen. In bestimmten 
Ausführungsformen kann die Hemmung einer POSH-Aktivität z.B. durch siRNA-Knockdown verwendet wer-
den, um infizierte Zellen zu zerstören, sogar Zellen, die fast kein latentes Virus aufweisen, da solche Zellen 
durch die mögliche Überakkumulierung 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-κB. Überexpression von mPOSH in Fibroblasten sti-
muliert die Apoptose. (Tapon et al. (1998) EMBO J. 17:1395–404). In Drosophila kann POSH mit der Signalü-
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-κB reguliert eine Vielzahl an Schlüsselgenen, die 
zum Beispiel an Immunantworten, Entzündung, Zellproliferation und Apoptose beteiligt sind. Zum Beispiel re-
guliert NF-κB die Produktion von Interleukin 1, Interleukin 8, Tumornekrosefaktor und vielen Zell-Adhäsions-
molekülen. NF-κB hat sowohl pro-apoptotische als auch anti-apoptotische Rollen in der Zelle (z.B. im FAS-in-
duzierten Zelltod bzw. TNF-alpha-Signalweg). NF-κB wird negativ reguliert, teilweise durch die Inhibitorprotei-
ne IκBα und IκBβ (gemeinsam bezeichnet als „IκB"). Phosphorylierung von IκB erlaubt die Aktivierung und nu-
kleare Lokalisierung von NF-κB. Phosphorylierung von IκB löst seinen Abbau durch das Ubiquitinsystem aus. 
In noch einer weiteren Ausführungsform stimuliert ein POSH-Polypeptid demgemäß den JNK-Signalweg. In 
einer zusätzlichen Ausführungsform fördert ein POSH-Polypeptid die nukleare Lokalisierung von NF-κB. In 
weiteren Ausführungsformen kann die Manipulation von POSH-Mengen und/oder Aktivitäten 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 Zuständen wünschenswert sein, die durch übermäßige 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 Zuständen wünschenswert 
sein, die durch übermäßigen Zelltod gekennzeichnet sind, wie zum Beispiel Myokardinfarkt, Schlaganfall, de-
generative Erkrankungen von Muskeln und Nerven und zur Organbewahrung vor der Transplantation. In einer 
weiteren Ausführungsform verbindet sich ein POSH-Polypeptid mit einem vesikulären 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 Nucleinsäuren und Expressionsvektoren

[0097] In bestimmten Aspekten stellt die Erfindung Nucleinsäuren bereit, die POSH-Polypeptide codieren, 
SEQ ID NO: 2. Nucleinsäuren 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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fördern, variiert werden können. Zum Beispiel könnte man die Hybridisierung bei 6,0 × Natriumchlorid/Natri-
umcitrat (SSC) bei etwa 45°C durchführen, gefolgt von einer Waschung mit 2,0 × SSC bei 50°C. Die Salzkon-
zentrationen im Waschschritt können zum Beispiel aus einer niedrigen Stringenz von etwa 2.0 × SSC bei 50°C 
bis zu einer hohen Stringenz von etwa 0,2 × SSC bei 50°C ausgewählt werden. Außerdem 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, erhöht werden. Sowohl Temperatur als auch Salz kann va-
riiert werden, oder Temperatur- oder Salzkonzentrationen können konstant gehalten werden, während die an-
dere Variable verändert wird. In einer Ausführungsform stellt die Erfindung Nucleinsäuren bereit, die unter Be-
dingungen von niedriger Stringenz von 6 × SSC bei Raumtemperatur hybridisieren, gefolgt von einer Wa-
schung bei 2 × SSC bei Raumtemperatur.

[0099] Eine POSH-Nucleinsäure der Erfindung wird in einer Zelle einen teilweisen oder vollständigen Verlust 
des POSH-Funktionsphänotyps genetisch komplementieren. Zum Beispiel kann eine POSH-Nucleinsäure der 
Erfindung in einer Zelle exprimiert werden, in der endogenes POSH durch RNAi reduziert worden ist und die 
eingeführte POSH-Nucleinsäure wird einen Phänotyp lindern, der von RNAi resultiert. Ein beispielhafter 
POSH-Funktionsverlust-Phänotyp ist eine Abnahme in Virus-ähnlicher Partikelproduktion in einer Zelle, die mit 
einem viralen Vektor transfiziert wurde, wahlweise ein HIV-Vektor. In bestimmten Ausführungsformen induziert 
eine POSH-Nucleinsäure, wenn sie mit einer effektiven Menge in einer Zelle exprimiert wird, Apoptose.

[0100] Ein anderer Aspekt der Erfindung betrifft POSH-Nucleinsäuren, die als Antisense, RNAi oder Ribozy-
me verwendet werden. Wie hierin verwendet, bezieht sich Nucleinsäuretherapie auf die Verabreichung oder in 
situ Erzeugung einer Nucleinsäure oder eines Derivates davon, welches unter zellulären Bedingungen spezi-
fisch mit der zellulären 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 herkömmliche Basenpaar-Komplementarität 
oder zum Beispiel im Fall der Bindung an DNA-Duplexe, über spezifische Interaktionen in der großen Rille 
(„major groove") der Doppelhelix stattfinden.

[0101] Ein Nucleinsäure-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 zellulären mRNA komplementär ist, die ein POSH-Polypeptid codiert. Alternativ ist 
das Konstrukt ein Oligonucleotid, das ex vivo erzeugt wird und welches, wenn es in eine Zeile eingeführt 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 Nucleinsäuremoleküle 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). Außerdem sind allgemeine Ansätze zur Konstruktion von Oligomeren, 
die in der Nucleinsäuretherapie nützlich 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] Demgemäß sind die modifizierten Oligomere der Erfindung in der Therapeutik, Diagnostik und in For-
schungszusammenhängen nützlich. In therapeutischen Anwendungen werden die Oligomere in einer für die 
Nucleinsäuretherapie im Allgemeinen angebrachten Weise genützt.

[0103] Zusätzlich zur Verwendung in der Therapie, können die Oligomere der Erfindung als diagnostische Re-
agenzien genützt werden, um die Anwesenheit oder Abwesenheit der POSH DNA- oder RNA-Sequenzen 
nachzuweisen, an welche sie spezifisch binden, so wie für die Bestimmung der Expressionsmengen eines 
Gens der Erfindung oder zur Bestimmung, ob ein Gen der Erfindung eine genetische Läsion enthält.

[0104] In einem anderen Aspekt der Erfindung wird die betreffende Nucleinsäure in einem Expressionsvektor 
bereitgestellt, der eine Sequenz umfasst, bestehend aus SEQ ID NO: 1 oder SEQ ID NO: 3 und funktionsfähig 
mit mindestens einer regulatorischen Sequenz verbunden ist. Regulatorische Sequenzen sind im Fachgebiet 
anerkannt und werden für die direkte Expression des POSH-Polypeptids ausgewählt. Demgemäß 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 großen Vielzahl an Expres-
sions-Kontrollsequenzen, welche die Expression von einer DNA-Sequenz kontrollieren, wenn sie funktionsfä-
hig damit verbunden ist, in diesen Vektoren verwendet werden, um DNA-Sequenzen zu exprimieren, die ein 
POSH-Polypeptid codieren. Solche nützliche Expressions-Kontrollsequenzen umfassen zum Beispiel die frü-
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hen und späten 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 für das fd-Hüllenprotein, den Promotor für die 3-Phosphoglycerat-Kinase oder andere glyco-
lytische Enzyme, die Promotoren der sauren Phosphatase, z.B. Pho5, die Promotoren des α-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 abhängen kann und/oder der Art des 
Proteins, von dem erwünscht ist, dass es exprimiert wird. Darüber hinaus sollten die Kopienzahl des Vektors, 
die Fähigkeit 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 Erwägung 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, einschließlich Fusionsproteine oder Polypeptide für Reinigung.

[0106] Diese Erfindung betrifft auch eine Wirtszelle, die mit einem rekombinanten Gen transfiziert ist, ein-
schließlich 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 Säugerzellen exprimiert werden. Andere geeignete Wirtszellen sind Fachleuten 
bekannt.

[0107] Demgemäß 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 gezüchtet werden, um zu ermöglichen, dass die Expression des Poly-
peptids stattfindet. Das Polypeptid kann sezerniert und aus einem Zellgemisch und Medium isoliert werden, 
welches das Polypeptid enthält. Alternativ kann das Polypeptid im Cytoplasma zurückbehalten werden und die 
Zellen geerntet, lysiert und das Protein isoliert werden. Eine Zellkultur umfasst Wirtszellen, Medien und andere 
Nebenprodukte. Geeignete Medien für 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 für die Reinigung von Proteinen bekannt sind, einschließlich Ionenaustausch-Chromatographie, Gelfil-
trations-Chromatographie, Ultrafiltration, Elektrophorese und Immunaffinitäts-Reinigung mit Antikörpern, die 
für besondere Epitope des Polypeptids spezifisch sind. In einer bevorzugten Ausführungsform ist das 
POSH-Polypeptid ein Fusionsprotein, das eine Domäne enthält, die seine Reinigung erleichtert, wie zum Bei-
spiel ein POSH-GST-Fusionsprotein, POSH-Intein-Fusionsprotein, POSH-Zellulose-Bindungsdomänen-Fusi-
onsprotein, POSH-Polyhistidin-Fusionsprotein usw.

[0108] Eine Nucleotidsequenz, die ein POSH-Polypeptid codiert, kann verwendet werden, um eine rekombi-
nante Form des Proteins über mikrobielle oder eukaryontische zelluläre 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 Säuger) oder prokaryontische 
(bakterielle) Zellen, sind Standard-Verfahren.

[0109] Eine rekombinante POSH-Nucleinsäure kann durch Ligieren des klonierten Gens oder einem Teil da-
von in einem Vektor erzeugt werden, der für 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 für 
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 für die Expression in prokaryontischen Zellen, wie zum Beispiel E. coli.

[0110] Es gibt etliche Vektoren für die Expression von rekombinanten Proteinen in Hefe. Zum Beispiel sind 
YEP24, YIP5, YEP51, YEP52, pYES2, und YRP17 Clonierungs- und Expressionsvehikel, die für das Einführen 
von genetischen Konstrukten in S. cerevisiae nützlich sind (siehe zum Beispiel Broach et al., (1983) in Expe-
rimental Manipulation of Gene Expression, Hg. M. Inouye Academic Press, S. 83). Diese Vektoren können in 
E. coli aufgrund der Anwesenheit des pBR322 Ori und in S. cerevisiae aufgrund der Replikationsdeterminante 
des Hefe 2-Mikron-Plasmid replizieren. Zusätzlich können Arzneistoff-Restistenzmarker wie zum Beispiel Ami-
picillin verwendet werden.
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[0111] Die bevorzugten Säuger-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 pcDNAI/amp, pcDNAI/neo, pRc/CMV, 
pSV2gpt, pSV2neo, pSV2-dhfr, pTk2, pRSVneo, pMSG, pSVT7, pko-neo und von pHyg abgeleitete Vektoren 
sind Beispiele für Säugerexpressionsvektoren 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 für die transiente Expression von Proteinen 
in eukaryontischen Zellen verwendet werden. Beispiele von anderen viralen (einschließlich retroviralen) Ex-
pressionssystemen können 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. Für andere geeignete Expressions-
systeme für sowohl prokaryontische als auch eukaryontische Zellen, sowie für 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 Fällen kann es wün-
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 β-Gal-enthaltenden pBlu-
eBacIII).

[0112] Es ist im 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 Aktivität ist an rekombinanten Proteinen gezeigt worden (Miller et al., (1987), PNAS USA 
84:2718–1722). Das Entfernen eines N-terminalen Methionins kann daher, falls erwünscht, 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 können die Codierungssequenzen für das Polypeptid als ein Teil eines Fusionsgens, ein-
schließlich einer Nucleotidsequenz, die ein unterschiedliches Polypeptid codiert, eingebaut werden. Diese Art 
von Expressionssystem kann unter Bedingungen nützlich sein, worin es wünschenswert ist, z.B. eine immu-
nogenes Fragment eines POSH-Polypeptids herzustellen. Zum Beispiel kann das VP6-Capsidprotein eines 
Rotavirus als ein immunogenes Trägerprotein für Teile des Polypeptids verwendet werden, entweder in der 
monomeren Form, oder in der Form eines viralen Partikels. Die Nucleinsäuresequenzen, die dem Teil des 
POSH-Polypeptids entsprechen, gegen den Antikörper erzeugt werden, können in ein Fusionsgenkonstrukt 
eingebaut werden, welche die Codierungssequenzen für ein spätes 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 Oberflächenantigen kann in dieser Rolle auch benützt 
werden. Auf ähnliche Weise können chimäre Konstrukte, die für Fusionsproteine codieren, die einen Teil eines 
POSH-Polypeptids und das Poliovirus-Capsidprotein enthalten, erzeugt werden, um die Immunogenität zu er-
höhen (siehe zum Beispiel EP Veröffentlichungsnummer: 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) für auf Peptid-basierende Immunisierung kann ver-
wendet werden, wobei ein gewünschter Teil eines POSH-Polypeptids direkt aus Organo-chemischer Synthese 
des Peptids auf einen oligomeren, verzweigenden Lysinkern erhalten wird (siehe zum Beispiel Posnett et al., 
(1988) JBC 263:1719 und Nardelli et al., (1992) J. Immunol. 148:914). Antigen-Determinanten eines 
POSH-Polypeptids können auch exprimiert und durch bakterielle Zellen präsentiert werden.

[0115] In einer anderen Ausführungsform kann ein Fusionsgen, das für eine Reinigungs-Leadersequenz co-
diert, wie zum Beispiel eine Poly-(His)/Enterokinase-Spaltungstellensequenz am N-Terminus des gewünsch-
ten Teils des rekombinanten Proteins, die Reinigung des exprimierten Fusionsproteins durch Affinitätschroma-
tographie unter Verwendung von Ni2+ Metallharz ermöglichen. Die Reinigungs-Leadersequenz kann anschlie-
ßend 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 für unterschiedliche Polypeptidsequenzen codieren, wird im Wesentlichen in Überein-
stimmung mit herkömmlichen Techniken durchgeführt, welche die Termini mit glatten Enden oder überhängen-
den Enden für die Ligation einsetzen, wobei Restriktionsenzymspaltung geeignete Termini bereitstellt, Auffül-
len von kohäsiven Enden wo passend, Behandlung mit alkalischer Phosphatase, um unerwünschte Verbin-
dung zu vermeiden und enzymatische Ligation. In einer anderen Ausführungsform kann das Fusionsgen durch 
herkömmliche Techniken, einschließlich automatisierten DNA-Synthesegeräten, synthetisiert werden. Alterna-
tiv kann PCR-Amplifikation von Genfragmenten unter Verwendung von Verankerungsprimern durchgeführt 
werden, die komplementäre Überhänge zwischen zwei konsekutiven Genfragmenten erzeugen, die anschlie-
ßend angelagert werden, um eine chimäre Gensequenz zu erzeugen (siehe zum Beispiel Current Protocols in 
Molecular Biology, Hrsg. Ausubel et al., John Wiley & Sons: 1992).  

 

[0117] Außerdem stellen die folgenden Tabellen die Nucleinsäuresequenz und dazugehörige SEQ ID NOs für 
Domänen von menschlichem POSH-Protein bereit und eine Zusammenfassung der Sequenzidentifikations-
nummern, die in dieser Anmeldung verwendet wurden. 

Tabelle 2. Beispielhafte POSH-Nucleinsäuren

Sequenzname Organismus Hinterlegungsnummer

cDNA FLJ 11367 fis, Clon Homo sapiens AK021429

HEMBA1000303

Reichlich SH3-Domänen (POSH) 
mRNA

Mus musculus NM_021506

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-Domänen-enthaltendes Po-
tein POSH

 Mus musculus  T09071

Reichlich SH3-Domänen  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
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Tabelle 4. Nucleinsäuresequenzen und dazugehörige SEQ ID NOs für Domänen in menschlichem POSH

Name der Se-
quenz

Sequenz SEQ ID NO.

RING-Domäne TGTCCGGTGTGTCTAGAGCGCCTTGATGCTTCTGCG-
AAGGTCTTGCCTTGCCAGCA 
TACGTTTTGCAAGCGATGTTTGCTGGGGATCG-
TAGGTTCTCGAAATGAACTCAGAT GTCCCGAGT

31

1. SH3-Domäne CCATGTGCCAAAGCGTTATACAACTATGAAGGAAAAGAG-
CCTGGAGACCTTAAATT 
CAGCAAAGGCGACATCATCATTTTGCGAAGACAAGTG-
GATGAAAATTGGTACCATG 
GGGAAGTCAATGGAATCCATGGCTTTTTCCCCAC-
CAACTTTGTGCAGATTATT

32

2. SH3-Domäne CCTCAGTGCAAAGCACTTTATGACTTTGAAGTGAAA-
GACAAGGAAGCAGACAAAGA 
TTGCCTTCCATTTGCAAAGGATGATGTTCTGACTGTGATC-
CGAAGAGTGGATGAAA 
ACTGGGCTGAAGGAATGCTGGCAGACAAAATAGGAATATT-
TCCAATTTCATATGTT GAGTTTAAC

33

3. SH3-Domäne AGTGTGTATGTTGCTATATATCCATACACTCCTCGGAAA-
GAGGATGAACTAGAGCT 
GAGAAAAGGGGAGATGTTTTTAGTGTTTGAGCGCTGC-
CAGGATGGCTGGTTCAAAG 
GGACATCCATGCATACCAGCAAGATAGGGGTTTTC-
CCTGGCAATTATGTGGCACCA GTC

34

4. SH3-Domäne GAAAGGCACAGGGTGGTGGTTTCCTATCCTCCTCAGAGT-
GAGGCAGAACTTGAACT 
TAAAGAAGGAGATATTGTGTTTGTTCATAAAAAACGAGAG-
GATGGCTGGTTCAAAG 
GCACATTACAACGTAATGGGAAAACTGGCCTTTTC-
CCAGGAAGCTTTGTGGAAAAC A

35
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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 intrazellulären Pro-
teinen, die normalerweise mit dem Protein verbunden sein könnten oder einen bestimmten Komplex ein-
schließlich des Proteins bilden. In bestimmten Ausführungsformen weist ein POSH-Polypeptid eine Aminosäu-
resequenz auf, die identisch ist zu einer Aminosäuresequenz 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 vollständiger Funktionsverlust des POSH-Phänotyps 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 eingeführte POSH-Polypeptid wird einen Phäno-
typ abschwächen, der aus der RNAi resultiert. Ein beispielhafter Funktionsverlust des POSH-Phänotyps ist 
eine Abnahme in Virus-ähnlicher Partikelproduktion in einer Zelle, die mit einem viralen Vektor transfiziert wur-
de, wahlweise einem HIV-Vektor. In bestimmten Ausführungsformen induziert ein POSH-Polypeptid, wenn es 

Tabelle 5. Zusammenfassung der Sequenzidentifikationsnummern

Sequenzinformation Sequenzidentifikationsnummer (SEQ ID NO)

Menschl. POSH Codierungssequenz SEQ ID No: 1

Menschl. POSH Aminosäuresequenz 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-Domäne Aminosäurese-
quenz

SEQ ID No: 26

Menschliche POSH 1. SH3-Domäne Aminosäurese-
quenz

SEQ ID No: 27

Menschliche POSH 2. SH3-Domäne Aminosäurese-
quenz

SEQ ID No: 28

Menschliche POSH 3. SH3-Domäne Aminosäurese-
quenz

SEQ ID No: 29

Menschliche POSH 4. SH3-Domäne Aminosäurese-
quenz

SEQ ID No: 30

Menschliche POSH RING-Domäne Nucleinsäurese-
quenz

SEQ ID No: 31

Menschliche POSH 1. SH3-Domäne Nucleinsäure-
sequenz

SEQ ID No: 32

Menschliche POSH 3. SH3-Domäne Nucleinsäure-
sequenz

SEQ ID No: 33

Menschliche POSH 3. SH3-Domäne Nucleinsäure-
sequenz

SEQ ID No: 34

Menschliche POSH 4. SH3-Domäne Nucleinsäure-
sequenz

SEQ ID No: 35
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in einer effektiven Menge in einer Zelle erzeugt wurde, Apoptose.

[0120] In bestimmten Ausführungsformen interagiert ein POSH-Polypeptid der Erfindung mit einem viralen 
Gag-Protein über eine oder mehrere SH3-Domänen. In weiteren Ausführungsformen können POSH-Polypep-
tide auch oder alternativ, teilweise durch die Aktivität einer RING-Domäne, bei der Ubiquitinierung mitwirken.

[0121] Offenbart werden auch Polypeptide, die aus einem Volllängen-POSH-Polypeptid stammen. Isolierte 
Peptidylteile der betreffenden Proteine können durch Screening der Polypeptide erhalten werden, die rekom-
binant aus dem entsprechenden Fragment der Nucleinsäure hergestellt werden, die solche Polypeptide co-
diert. Außerdem können Fragmente chemisch unter Verwendung von Techniken synthetisiert werden, die im 
Fachgebiet als herkömmliche Merrifield-Festphasen f-Moc oder t-Boc-Chemie bekannt sind. Zum Beispiel 
kann jedes der betreffenden Proteine willkürlich, ohne Überlappung der Fragmente, in Fragmente der ge-
wünschten Länge geteilt werden, oder vorzugsweise in überlappende Fragmente einer gewünschten Länge 
geteilt werden. Die Fragmente können 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 können, oder allgemeiner eines POSH-Komplexes, 
wie zum Beispiel durch Mikroinjektionstests.

[0122] Es ist auch möglich die Struktur der betreffenden POSH-Polypeptide für solche Zwecke wie die Ver-
stärkung therapeutischer oder prophylaktischer Wirksamkeit oder Stabilität 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 Aktivität der natürlich vorkommenden Form des Proteins beizubehal-
ten, als funktionelle Äquivalente der POSH-Polypeptide angesehen, die hierin genauer beschrieben werden. 
Solche modifizierten Polypeptide können zum Beispiel durch Aminosäureaustausch, -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 ähnlicher 
Austausch von einer Aminosäure mit einer strukturell verwandten Aminosäure (d.h. konservative Mutationen) 
keinen wesentlichen Effekt auf die biologische Aktivität des resultierenden Moleküls haben wird. Konservative 
Austausche sind jene, die innerhalb einer Familie von Aminosäuren stattfinden, die in ihren Seitenketten ver-
wandt sind. Genetisch codierte Aminosäuren können 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-
nosäuren klassifiziert. In ähnlicher Weise kann das Aminosäurenrepertoir 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 Veränderung in der Aminosäuresequenz eines Polypeptids in einem funktionellen Homolog re-
sultiert, kann leicht durch Bewertung der Fähigkeit des Varianten-Polypeptids bestimmt werden, eine Reaktion 
in Zellen zu produzieren, die in einer Weise ähnlich dem Wildtyp-Protein ist. Zum Beispiel können solche Va-
riantenformen eines POSH-Polypeptids z.B. auf ihre Fähigkeit 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, können leicht in der gleichen Weise getestet 
werden.

[0124] Außerdem offenbart wird ein Verfahren zur Erzeugung von Gruppen an kombinatorischen Mutanten 
der betreffenden POSH-Polypeptide, sowie Verkürzungsmutanten und ist besonders für die Identifizierung von 
möglichen Variantensequenzen (z.B. Homologen) nützlich, 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 können, oder die alternativ ganz neue Ak-
tivitäten besitzen. Es können kombinatorisch abgeleitete Homologe erzeugt werden, die eine selektive Potenz 
relativ zu einem natürlich vorkommenden POSH-Polypeptid aufweisen. Solche Proteine können, wenn sie aus 
rekombinanten DNA-Konstrukten exprimiert werden, in Gentherapieprotokollen verwendet werden.

[0125] Genauso kann Mutagenese zu Homologen führen, die intrazelluläre Halbwertszeiten aufweisen, die 
dramatisch anders sind als die des entsprechenden Wildtyp-Proteins. Zum Beispiel kann das geänderte Pro-
tein durch proteolytischen Abbau oder andere zelluläre Prozesse, die in der Zerstörung 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, können genützt werden, um POSH-Mengen durch Mo-
dulation der Halbwertszeit des Proteins zu ändern. 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 ermöglichen. Wie vorstehend können solche 
Proteine und insbesondere ihre rekombinanten Nucleinsäurekonstrukte in Gentherapieprotokollen verwendet 
werden.

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

[0127] In einer repräsentativen Ausführungsform dieses Verfahrens werden die Aminosäuresequenzen für 
eine Population von POSH-Homologen abgeglichen, um vorzugsweise die höchst mögliche Homologie zu för-
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. Aminosäuren, 
die an den abgeglichen Sequenzen an jeder Position erscheinen, werden ausgewählt, um eine degenerative 
Gruppe von kombinatorischen Sequenzen zu erzeugen. In einer bevorzugten Ausführungsform wird die kom-
binatorische Bank mittels einer degenerierte Genbank erzeugt, die eine Bank von Polypeptiden codiert, die je-
weils mindestens einen Teil von möglichen POSH-Sequenzen umfasst. Ein Gemisch von synthetischen Oligo-
nucleotiden kann zum Beispiel enzymatisch in Gensequenzen ligiert werden, sodass die degenerierte Gruppe 
von möglichen POSH-Nucleotidsequenzen als einzelne Polypeptide exprimierbar sind, oder alternativ als eine 
Gruppe von größeren Fusionsproteinen (z.B. zur Phagendisplay).

[0128] Es gibt viele Wege durch welche die Bank von möglichen Homologen aus einer degenerierten Oligo-
nucleotidsequenz erzeugt werden kann. Chemische Synthese einer degenerierten Gensequenz kann in einem 
automatisierten DNA-Synthesegerät durchgeführt werden und die synthetischen Gene können 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 möglichen 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; Ike et al., (1983) Nucleic Acid Res. 11:477). Solche Techniken 
sind in der gelenkten Evolution von anderen Proteinen eingesetzt worden (siehe 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 können andere Arten der Mutagenese genützt werden, um eine kombinatorische Bank zu 
erzeugen. POSH-Homologe (sowohl agonistische als auch antagonistische Formen) können zum Beispiel er-
zeugt werden und aus einer Bank durch Screening unter Verwendung von zum Beispiel der Alanin-Scan-
ning-Mutagenese und ähnliches 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 Sättigungs-Mutagenese (Meyers et al., (1986) Science 
232:613); durch PCR-Mutagenese (Leung et al., (1989) Method Cell Mol Biol 1:11–19); oder durch zufällige 
Mutagenese, einschließlich 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 verkürzten (bioaktiven) Formen der POSH-Polypeptide.

[0130] Eine große Auswahl von Techniken sind im Fachgebiet zum Screening von Genprodukten von kombi-
natorischen Banken bekannt, die durch Punktmutationen und Verkürzungen erzeugt wurden und in der Tat für 
das Screening von cDNA-Banken nach Genprodukten, die eine bestimmte Eigenschaft aufweisen. Solche 
Techniken werden im Allgemeinen für schnelle Durchmusterung der Genbanken adaptierbar sein, die durch 
die kombinatorische Mutagenese von POSH-Homologen erzeugt wurden. Die am häufigsten zum Screening 
von großen Genbanken verwendeten Techniken umfassen üblicherweise 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-
wünschten Aktivität die relativ leichte Isolierung des Vektors erleichtert, der das Gen codiert dessen Produkt 
nachgewiesen wurde. Jeder der nachstehend beschriebenen veranschaulichenden Tests ist für Analyse mit 
Hochdurchsatz zugänglich, wie sie notwendig ist, um große Zahlen an degenerierten Sequenzen zu durch-
mustern, die durch kombinatorische Mutagenesetechniken erzeugt werden.

[0131] In einer illustrativen Ausführungsform eines Screeningtests werden kombinatorische Kandidaten-Gen-
produkte eines der Testproteine auf der Oberfläche einer Zelle oder eines Virus präsentiert und die Fähigkeit 
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 für ein Oberflächen-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 Moleküls, welches an 
das POSH-Polypeptid bindet, um mögliche funktionelle Homologe zu erhalten. Zellen können visuell inspiziert 
und unter dem Fluoreszenzmikroskop aufgetrennt werden, oder wo es die Morphologie der Zellen erlaubt, 
durch ein Fluoreszenz-aktiviertes Zellsortiergerät aufgetrennt werden.

[0132] In ähnlicher Weise kann die Genbank als ein Fusionsprotein auf der Oberfläche eines Viruspartikels 
exprimiert werden. Zum Beispiel können in dem filamentösen Phagensystem fremde Peptidsequenzen auf der 
Oberfläche von infektiösen Phagen exprimiert werden und dadurch zwei wesentliche Vorteile übertragen. Ers-
tens kann eine große Zahl an Phagen gleichzeitig durchmustert werden, da diese Phagen bei sehr hohen Kon-
zentrationen auf Affinitätsmatrizen aufgetragen werden können. Zweitens kann der Phage durch eine weitere 
Infektionsrunde amplifiziert werden, da jeder infektiöse Phage das kombinatorische Genprodukt auf seiner 
Oberfläche präsentiert, wenn ein bestimmter Phage aus einer Affinitätsmatrix in niedrigen Erträgen wiederge-
wonnen wird. Die Gruppe der fast identischen, filamentösen E. coli Phagen M13, fd und f1 wird am häufigsten 
in Phagen-Displaybanken verwendet, da jedes der Phagen gIII oder gVIII-Hüllenproteine verwendet werden 
kann, um Fusionsproteine zu erzeugen, ohne die endgültige Verpackung des Viruspartikels zu stören (Ladner 
et al., PCT-Veröffentlichung WO 90/02909; Garrard et al., PCT-Veröffentlichung 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 für 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 zellulären Partner nachzuahmen. Solche wie vorstehend beschriebenen mutage-
nen Techniken, sowie das Thioredoxin-System, sind insbesondere auch für die Kartierung der Determinanten 
eines POSH-Polypepids nützlich, 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, können 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 Aktivität zu hemmen. Indem zum Beispiel Scanning-Mutagenese angewandt wird, um die Amino-
säurereste von einem POSH-Polypeptid zu kartieren, die bei der Bindung an ein anderes Polypeptid beteiligt 
sind, können Peptidnachahmungs-Verbindungen erzeugt werden, die jene Reste nachahmen, die an der Bin-
dung beteiligt sind. Zum Beispiel können 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) β-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-Domäne und der verschiedenen SH3-Domänen be-
reit.  
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5. Antikörper und ihre Verwendungen

[0135] Ein anderer Aspekt der Erfindung bezieht sich auf einen Antikörper, der spezifisch mit einem 
POSH-Polypeptid reaktiv ist. Antikörper können 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 Antikörpern (siehe zum Beispiel, Antibo-
dies: A Laboratory Manual, herausgegeben von Harlow und Lane (Cold Spring Harbor Press: 1988)). Ein Säu-
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 
Antikörperantwort hervorzurufen, oder ein wie vorstehend beschriebenes Fusionsprotein). Techniken zur Ver-
leihung von Immunogenität auf ein Protein oder Peptid umfassen Konjugation an Träger 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 
Antikörpertitern im Plasma und Serum überwacht werden. Standard-ELISA oder andere Immuntests können 
mit dem Immunogen als ein Antigen verwendet werden, um die Antikörpermengen zu bewerten. In einer be-
vorzugten Ausführungsform sind die betreffenden Antikörper immunspezifisch für antigene Determinanten von 
einem POSH-Polypeptid eines Säugers, z.B. antigene Determinanten eines Proteins, das in SEQ ID NO: 2 dar-
gelegt wird.

[0136] In einer Ausführungsform sind die Antikörper für eine RING-Domäne oder eine SH3-Domäne spezi-
fisch und vorzugsweise ist die Domäne ein Teil eines POSH-Polypeptids. In einer spezifischeren Ausführungs-
form ist die Domäne ein Teil einer Aminosäuresequenz, die in SEQ ID NO: 2 dargelegt wird. In einer Gruppe 
von beispielhaften Ausführungsformen bindet ein Antikörper an eine oder mehrere SH3-Domänen, die durch 
die Aminosäuren 137–192 von SEQ ID NO: 2, Aminosäuren 199–258 von SEQ ID NO:2, Aminosäuren 
448–505 von SEQ ID NO.2 und/oder Aminosäuren 832–888 von SEQ ID NO: 2, dargestellt sind. In einer an-
deren beispielhaften Ausführungsform bindet ein Antikörper an eine RING-Domäne, die durch die Aminosäu-
ren 12–52 von SEQ ID NO: 2 dargestellt ist. In einer anderen Ausführungsform sind die Antikörper mit einem 
oder mehreren Proteinen immunreaktiv, die eine Aminosäuresequenz aufweisen, die mindestens 80% iden-
tisch ist zu einer Aminosäuresequenz wie sie in SEQ ID NO: 2 dargelegt ist. In anderen Ausführungsformen ist 
ein Antikörper mit einem oder mehreren Proteinen immunreaktiv, die eine Aminosäuresequenz aufweisen, die 
85%, 90%, 95% 98%, 99% oder identisch ist zu einer Aminosäuresequenz, wie sie in SEQ ID NO: 2 dargelegt 
ist.

[0137] Nach der Immunisierung eines Tieres mit einer antigenen Erzeugung eines POSH-Polypeptids, kön-
nen anti-POSH-Antiseren erhalten werden und falls erwünscht polyclonale anti-POSH-Antikörper, die aus dem 
Serum isoliert werden. Um monoclonale Antikörper herzustellen können Antikörper-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-
sprünglich 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 Antikörpern (Cole et al., (1985) Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Alan 
R. Liss, Inc. Seiten 77–96). Hybridomzellen können immunchemisch auf die Produktion von Antikörpern durch-
mustert werden, die spezifisch mit einem menschlichen POSH-Polypeptid der vorliegenden Erfindung reaktiv 

Tabelle 6. Aminosäuresequenzen und verwandte SEQ ID NOs für die Domänen in menschlichem POSH

Name der Se-
quenz

Sequenz SEQ ID NO.

RING-Domäne CPVCLERLDASAKVLPCQHTFCKRCLLGIVGSRNELRCPEC 26

1. SH3-Domäne PCAKALYNYEGKEPGDLKFSKGDIIILRRQVDENWYHGEVN-
GIHGFFPTNFVQIIK

27

2. SH3-Domäne PQCKALYDFEVKDKEADKOCLPFAKDDVLTVIRRVDENWA-
EGMLADKIGIFFISYVEDNS

28

3. SH3-Domäne SVYVAIYPYTPRKEDELELRKGEMFLVFERCQDGWF-
KGTSMHTSKIGVFPGNYVAPVT

29

4. SH3-Domäne ERHRVVVSYPPQSEAELELKEGDIVFVHKKREDGWFKGTL-
QRNGKTGLFPGSFVENI

30
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sind und monoclonale Antikörper, die aus einer Kultur, umfassend solche Hybridomzellen, isoliert werden. In 
einer Ausführungsform reagieren anti-menschliche POSH-Antikörper spezifisch mit dem Protein, das durch 
eine Nucleinsäure codiert wird, das SEQ ID NO: 2 aufweist.

[0138] Der Begriff Antikörper, wie er hierin verwendet wird, soll Fragmente davon umfassen, die auch spezi-
fisch mit einem der betreffenden POSH-Polypeptide reagieren. Antikörper können unter Verwendung von her-
kömmlichen Techniken fragmentiert werden und die Fragmente auf die Nützlichkeit in der gleichen Weise 
durchmustert werden, wie es für ganze Antikörper vorstehend beschrieben wurde. Zum Beispiel können 
F(ab)2-Fragmente durch Behandlung des Antikörpers mit Pepsin erzeugt werden. Das daraus resultierende 
F(ab)2-Fragment kann behandelt werden, um Disulfidbrücken zu reduzieren, um dadurch Fab-Fragmente zu 
erzeugen. Der Antikörper der vorliegenden Erfindung ist weiterhin dafür gedacht bispezifische, einzelkettige 
und chimäre und humanisierte Moleküle zu umfassen, die eine Affinität zu einem POSH-Polypeptid aufweisen, 
die durch mindestens eine CDR-Region des Antikörpers verliehen wird. In bevorzugten Ausführungsformen 
umfasst der Antikörper 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-Antikörper können z.B. verwendet werden, um POSH-Polypeptidmengen in einem Indivi-
duum zu überwachen, 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 
Ermöglichung der Bestimmung der Wirksamkeit eines bestimmten Behandlungsregimes, für eine Person, die 
an einer solchen Krankheit leidet. Außerdem wird von POSH-Polypeptiden erwartet, dass sie manchmal in 
dem freigesetzten Viruspartikel lokalisieren. Viruspartikel können gesammelt werden und auf die Anwesenheit 
eines POSH-Polypeptids überprüft werden. Die Menge an POSH-Polypeptid kann in einer Vielzahl von Pro-
benarten wie zum Beispiel Zellen und/oder in Körperflüssigkeiten, wie zum Beispiel Blutproben, gemessen 
werden.

[0140] Eine andere Anwendung von anti-POSH-Antikörpern 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, können Fusionsproteine produzieren. Zum Beispiel wird gt11 Fusionsproteine produzie-
ren, deren Amino-Termini aus β-Galactosidase Aminosäuresequenzen 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, können dann mit Antikörpern nachge-
wiesen werden, wie zum Beispiel dem Inkontaktbringen von Nitrozellulosefiltern, die von infizierten Platten mit 
den geeigneten anti-POSH-Antikörpern abgenommen werden. Positive Phagen, die durch diesen Test nach-
gewiesen werden, können 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-
schließlich Spleiß-Varianten) aus Menschen.

6. Suche von Nucleotid- und Polypeptidsequenzen aufgrund von Homologie

[0141] Die Nucleotid- oder Aminosäuresequenzen der Erfindung können als Abfragesequenzen gegen Da-
tenbanken wie zum Beispiel GenBank, SwissProt, BLOCKS und Pima II verwendet werden. Diese Datenban-
ken enthalten früher identifizierte und kommentierte Sequenzen, die unter Verwendung von BLAST, das für 
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 (Ähnlichkeit) durchsucht werden kann.

[0142] BLAST erzeugt Abgleichungen von sowohl Nucleotid- als auch Aminosäuresequenzen, um die Se-
quenzähnlickeit zu bestimmen. BLAST ist besonders bei der Bestimmung von genauen Übereinstimmungen 
oder bei der Identifizierung von Homologen nützlich, die prokaryontischen (bakteriell) oder eukaryontischen 
(tierisch, von Pilzen oder Pflanzen) Ursprung haben können. Andere Algorithmen können 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 primären Sequenzmustern und sekundären Struktur-Gap-penalties beschäftigt. Wie in dieser An-
meldung offenbart, haben Sequenzen Längen von mindestens 49 Nucleotiden und nicht mehr als 12% uner-
wünschte 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 Übereinstimmungen zwischen einer Abfragesequenz und einer Datenbank-Sequenz, um 
die statistische Signifikanz von jeder der gefundenen Übereinstimmungen zu berechnen und nur von jenen 
Übereinstimmungen zu berichten, welche die vom Benutzer ausgewählte Signifikanzschwelle befriedigen. Vor-
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zugsweise wird die Schwelle für Nucleotide bei 10–25 gesetzt und bei 3–15 für 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. Demgemäß zeichnet sich die Erfindung durch ein Tier-
modell für virale Infektion aus. In einer Ausführungsform sind die transgenen, nicht-menschlichen Tiere ein 
Säuger, 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 für die Infektion mit Hüllen-Viren, retroid-Virus und RNA-Virus wie zum Beispiel verschiedene Rhab-
doviren, Lentiviren und Filoviren empfänglich sein kann. Ein solches transgenes Tier kann daher als ein nütz-
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 nützlich sein, um ein oder mehrere andere 
menschliche Transgene einzuführen, um ein transgenes Tier zu erzeugen, das mehrere menschliche Gene 
trägt, 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 Einführens von mehreren menschlichen Transgenen, kann das 
transgene Tier für bestimmte virale Infektionen empfindlich werden, und daher ein nützliches Tiermodell zur 
Untersuchung dieser viralen Infektionen bereitstellen.

[0145] Das transgene Tier, welches das menschliche POSH-Gen trägt ist als eine Basis zum Einführen von 
anderen menschlichen Genen nützlich, die an der HIV-Infektion beteiligt sind, wie zum Beispiel Cyclin Ti, 
CD34, CCR5 und Fusin (CRCX4). In einer Ausführungsform ist das zusätzliche 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 nützliches 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. 
Darüber hinaus kann es wünschenswert 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 benötigen 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] Darüber hinaus können 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 Mäuse-Leukämievirus (MLV) Pro-
motor und/oder Enhancer ersetzt werden.

[0148] Alternativ können 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 können sich im in vivo Modell als nützlich erweisen, um die Fähigkeit eines mög-
lichen Anti-HIV-Arzneistoffes zu evaluieren, die Blut-Hirn-Schranke zu übertreten. Andere Zielzellen für die 
spezifische Promotoren verwendet werden können, 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, können 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 für Bujard und Gossen und U.S. Patentnum-
mer 5.650.298, ausgestellt am 22. Juli 1997 für Bujard et al.).

[0150] Im Allgemeinen können transgene Tierlinien durch Erzeugung von trangenen Tieren erhalten werden, 
die in ihrem Genom mindestens ein Transgen eingebaut haben, Auswahl von mindestens einem Gründer aus 
diesen Tieren und Züchten des Gründers, um mindestens eine Linie von transgenen Tieren zu etablieren, die 
das ausgewählte 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, können 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 können von geeigneten Tieren, z.B. durch Ausspülen aus dem Ovidukt oder unter Verwendung 
von Techniken erhalten werden, die U.S. Patentnummer 5.489.742 beschrieben sind, ausgestellt am 6. Feb. 
1996 für Hammer und Taurog; U.S. Patentnummer 5.625.125, ausgestellt am 29. Apr. 1997 für 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 für 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 Förderung der Superovulation sind, bevor die Eier erhalten wer-
den.

[0153] Viele Techniken können verwendet werden, um DNA in ein Ei oder eine kernhaltige Zelle einzuführen, 
einschließlich in vitro Fertilisation unter Verwendung von Sperma als ein Träger 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). Für einen Überblick von solchen Techniken, siehe Gordon (1989), Transgene Tiere, Intl. Rev. 
Cytol. 115:171–229.

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

[0155] Fertilisierte Eier, die Trangene enthalten, können unter Verwendung von geeigneten Techniken in 
scheinträchtige Tiere übertragen werden, die auch als „Pflege-Muttertiere" bezeichnet werden. Scheinträchtige 
Tiere können zum Beispiel erhalten werden, indem 40–80 Tage alte weibliche Tiere, die mehr als 8 Wochen alt 
sind in Käfige mit unfruchtbaren, z.B. vasektomierten Männchen, gegeben werden. Am nächsten Morgen wer-
den die Weibchen auf Vaginalstöpsel überprüft. Weibchen die sich mit vasektomierten Männchen gepaart ha-
ben, werden bis zur Zeit des Transfers separat gehalten.

[0156] Empfänger-Weibchen können 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 „Wegschälen”
der Bursamembran vom linken Gebärmutterhorn umfasst. Injizierte Embryos können dann über das Infundibu-
lum in das linke Gebärmutterhorn transferiert werden. Mögliche transgene Gründer können üblicherweise 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] Gründer, die das Gen exprimieren, können dann gezüchtet werden, um eine transgene Linie zu etab-
lieren. Demgemäß können Gründertiere gezüchtet, durch Inzucht gezüchtet, gekreuzt, oder ausgezüchtet wer-
den, um Kolonien von Tieren der vorliegenden Erfindung zu produzieren. Tiere, die multiple Transgene enthal-
ten, können durch Kreuzung der unterschiedlichen Gründertiere erzeugt werden (z.B. ein HIV-transgenes Tier 
und transgenes Tier, das menschliches CD4 exprimiert), sowie durch Einführen von mehrfachen Transgenen 
in ein Ei oder eine embryonische Zelle, wie vorstehend beschrieben. Darüber hinaus können Embryos von 
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A-transgenen Tieren als gefrorene Embryos gelagert werden, die dann aufgetaut und falls benötigt in schein-
trächtige 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 mRNA-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 können zum Beispiel in Arzneistoff-Screeningtests verwendet 
werden. Transgene Keimzellen andererseits können 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 für die Behandlung und/oder 
Verhinderung der Entwicklung von Erkrankungen oder Zuständen nützlich sind, die durch virale Infektion (z.B. 
AIDS) verursacht werden, oder zu denen sie beiträgt. Außerdem sind die Tests für die weitere Verbesserung 
von bekannten anti-viralen Verbindungen nützlich, z.B. durch Modifizierung ihrer Struktur, um ihre Stabilität 
und/oder Aktivität und/oder Toxizität zu erhöhen.

1. In vivo Tests in transgenen Tieren

[0162] Zusätzlich zur Bereitstellung von in vitro Tests, können die transgenen Tiere selbst in in vivo Tests ver-
wendet werden, um virale Therapeutika zu identifizieren. Zum Beispiel können 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., Aktivität von einem oder mehreren viralen Pro-
teinen, Glycosylierung von einem oder mehreren viralen Proteinen, Prozessierung von einem oder mehreren 
viralen Proteinen, virale Replikation, Zusammenfügung der Virionen, und/oder Sprossung von infektiösen Viri-
onen.

[0163] In einer beispielhaften Ausführungsform umfasst der Test die Verabreichung einer Testverbindung an 
ein transgenes Tier der Erfindung, das mit einem Virus infiziert ist, umfassend Hüllenviren, DNA-Viren, Retro-
viren und andere RNA-Viren und Vergleichen einer phänotypischen Veränderung 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 phänotypische Veränderung die Verbesserung in einem mit AIDS in Zusammenhang stehenden Kom-
plex sein (ARC, AIDS related complex), Katarakte, entzündliche Läsionen im zentralen Nervensystem einer 
schwachen sklerotischen Nierenläsion, oder einer Hautläsion, wie zum Beispiel psoriasiforme Dermatitis, hy-
perkerstotische Läsion, Kaposi Sarkom oder Kachexie. Die Wirkung einer Verbindung oder Hemmung des Ka-
posi Sarkoms kann wie z.B. beschrieben in PCT/US97/11202 (WO97/49373) durch Gallo et al., bestimmt wer-
den.

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

[0165] In einer anderen Ausführungsform ist die phänotypische Veränderung eine Freisetzung/Sprossung der 
Viruspartikel. In noch einer weiteren Ausführungsform ist die phänotypische Veränderung die Zahl von CD4+ 
T-Zellen oder das Verhältnis von CD4+ T-Zellen im Vergleich zu CD8+ T-Zellen. In HIV infizierten Menschen, 
sowie in HIV transgenen Mäusen 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 erhöht. Zahlen von CD4+ und CD8+ T-Zellen kön-
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 phänotypische Veränderung überwacht werden, z.B. eine Veränderung in der Ex-
pressionsmenge eines HIV-Gens. Die HIV-RNA kann aus der Gruppe ausgewählt werden, bestehend aus gag 
mRNA, gag-pro-pol mRNA, vif mRNA, vpr mRNA, tat mRNA, rev mRNA, vpu/env mRNA, nef mRNA, und vpx 
mRNA. Das HIV-Protein kann ausgewählt 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 Ausführungsform wird die Menge an gp120 auf der Oberfläche von PBMC bestimmt. Das 
kann wie in den Beispielen beschrieben, z.B. durch Immunfluoreszenz auf PBMC durchgeführt werden, die aus 
den Tieren erhalten wurden.

[0167] Eine weitere phänotypische Veränderung 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-
vität) oder der viralen Belastung, wie es anderswo hierin sowie in PCT/US97/11202 (WO97/49373) von Gallo 
et al., beschrieben wird, bestimmt werden, zum Beispiel durch Bestimmung des p24 Antigens.

[0168] Noch eine andere phänotypische Veränderung, die eine HIV-Infektion oder das Fortschreiten von 
AIDS andeuten kann, ist die Produktion von entzündlichen 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 für 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 Antikörper, die von dem Tier in Antwort auf 
das Impfstoffantigen erzeugt wird, kann auch gemäß den im Fachgebiet bekannten Verfahren bestimmt wer-
den und stellt einen relativen Hinweis auf die Immunogenität des bestimmten Antigens dar.

2. Zelluläre in vitro Tests

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

[0171] In einem auf Zellen basierenden Test können 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 Störung der viralen Frei-
setzung/Sprossung wirkt.

[0172] Auf Zellen basierende Tests können auch verwendet werden, um Verbindungen zu identifizieren, wel-
che die Expression eines viralen Gens modulieren, die Translation einer viralen mRNA modulieren oder die 
Stabilität einer viralen mRNA oder eines Proteins modulieren. Demgemäß 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-
zifität der Verbindung für die Regulation der Expression eines bestimmten Virusgens, kann durch verschiedene 
Kontrollanalysen, z.B. durch Messung der Expression von einem oder mehreren Kontrollgenen, bestätigt wer-
den. Diese Art von zellulärem Test kann insbesondere für die Bestimmung der Wirksamkeit von Antisense-Mo-
lekülen oder Ribozymen nützlich 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 Nucleinsäu-
ren in Zusammenhang stehende Verfahren und Zusammensetzungen zur Manipulation (üblicherweise Vermin-
derung) einer POSH-Aktivität. Beispielhafte RNAi und Ribozymmoleküle können eine Sequenz umfassen wie 
sie in jeder der SEQ ID NOs: 15, 16, 18, 19, 21, 22, 24 und 25 gezeigt wird.

[0174] Bestimmte Ausführungsformen 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 doppelsträngige RNA (dsRNA) induziert ist, die homolog zu dieser Sequenz ist. Die Expression einer 
langen dsRNA zum Beispiel, die der Sequenz einer bestimmten einzelsträngigen mRNA entspricht (ss mRNA), 
wird diese Botschaft instabil machen und dadurch die Expression des entsprechenden Gens „stören". Demge-
mäß kann jedes ausgewählte Gen durch Einführen einer dsRNA unterdrückt werden, das der gesamten oder 
einem Teil der mRNA für dieses Gen entspricht. Es scheint, dass wenn eine lange dsRNA exprimiert wird, sie 
anfänglich durch eine Ribonuclease III in kürzere dsRNA-Oligonucleotide, von so wenigen wie 21 oder 22 Ra-
senpaaren in Länge, prozessiert wird. Darüber hinaus kann RNAi demgemäß durch das Einführen oder die 
Expression von relativ kurzen homologen dsRNAs beeinträchtigt werden. Tatsächlich kann die Verwendung 
von relativ kurzen homologen dsRNAs, wie nachstehend besprochen, bestimmte Vorteile aufweisen.

[0175] Säugerzellen haben mindestens zwei Signalwege, die durch doppelsträngige 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-Strän-
ge von etwa 21 Nucleotiden auf, die ungefähr 19 Nucleotid-siRNAs mit Überhängen 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 ermöglicht für den Abbau gezielt ausgewählt zu werden. Im Ge-
gensatz dazu wird der unspezifische Signalweg durch dsRNA von irgendeiner Sequenz ausgelöst, 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 eIF2 phosphoryliert, um die gesamte Prote-
insynthese zu stoppen, und 2', 5' Oligoadenylat-Synthetase (2', 5'-AS), die ein Molekül 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 längere dsRNAs benötigt zu werden, um den unspezifischen Signalweg zu indu-
zieren und demgemäß werden kürzere als etwa 30 Rasenpaare lange dsRNAs bevorzugt, um die Genrepres-
sion durch RNAi 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, einschließlich 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 gezüchteten 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, einschließlich HeLa-Zellen, NIH/3T3-Zellen, COS-Zellen, 293-Zellen und BHK-21 Zellen und die 
Expression eines Gens üblicherweise auf niedrigere Mengen reduziert, als sie durch die Verwendung von An-
tisense-Techniken erreicht wird und die Expression tatsächlich oft ganz ausschaltet (siehe Bass (2001) Nature 
411: 428–9). In Säugerzellen sind siRNAs bei Konzentrationen wirksam, die mehrere Größenordnungen unter 
den Konzentrationen liegen, die üblicherweise in Antisense-Experimenten verwendet werden (Elbashir et al. 
(2001) Nature 411: 494– 8).

[0177] Die doppelsträngigen Oligonucleotide, die verwendet werden, um RNAi zu beeinflussen, sind vorzugs-
weise weniger als 30 Rasenpaare lang und umfassen stärker bevorzugt 25, 24, 23, 22, 21, 20, 19, 18 oder 17 
Rasenpaare der Ribonucleinsäure. Wahlweise können die dsRNA-Oligonucleotide der Erfindung überhängen-
de 3'-Enden umfassen. Beispielhafte 2-Nucleotid-3'-Überhänge können aus Ribonucleotidresten von jeder Art 
zusammengesetzt sein und können 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 erhöhen können (siehe Elbashi et al. (2001) Nature 411: 494–8). Längere dsRNAs von 50, 75, 
100 oder sogar 500 Rasenpaaren oder mehr können in bestimmten Ausführungsformen der Erfindung genützt 
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 abhängig von der Art der behandelten Zellen, der Zielgens 
und anderer Faktoren, die für den Fachmann leicht erkennbar sind, andere Konzentrationen verwendet werden 
können. Beispielhafte dsRNAs können 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 entschützt und unter Verwendung von im Fachgebiet bekannten Verfahren gelgerei-
nigt (siehe z.B. Elbashir et al. (2001) Genes Dev. 15:188–200).  Längere RNAs können 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 stromabwärts von einem in vitro Promotor platziert wird, wird beide 
Stränge des Ziels transkribieren, um ein dsRNA-Oligonucleotid der gewünschten Zielsequenz zu erzeugen. 
Jede der vorstehenden RNA-Arten wird entworfen werden, um einen Teil einer Nucleotidsequenz zu umfassen, 
die in einer POSH-Nucleinsäure dargestellt ist, wie zum Beispiel eine Nucleinsäure, 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 können verwendet werden, um geeignete Zielsequenzen auszu-
wählen. Außerdem können optimale Sequenzen unter Nutzung von Programmen ausgewählt werden, die ent-
worfen wurden, um die Sekundärstruktur einer spezifischen einzelsträngigen Nucleinsäuresequenz vorauszu-
sagen und die Selektion von jenen Sequenzen ermöglichen, die wahrscheinlich in exponierten einzelsträngi-
gen Bereichen einer gefalteten mRNA vorkommen. Verfahren und Zusammensetzungen zum Entwerfen von 
geeigneten Oligonucleotiden können zum Beispiel in U.S. Patentnummer 6.251.588 gefunden werden. Von 
Boten-RNA (mRNA) wird allgemein angenommen, dass sie ein lineares Molekül ist, das die Information zur 
Lenkung der Proteinsynthese innerhalb der Sequenz von Ribonucleotiden enthält, Studien haben jedoch etli-
che sekundäre und tertiäre Strukturen offenbart, die in den meisten mRNAs bestehen. Sekundäre Strukture-
lemente in RNA werden größtenteils durch Watson-Crick-artige Interaktionen zwischen unterschiedlichen Re-
gionen des gleichen RNA-Moleküls gebildet. Wichtige sekundäre Strukturelemente umfassen intramolekulare 
doppelsträngige Regionen, Haarnadelschleifen, Ausbuchtungen in Duplex-RNA und interne Schlaufen. Terti-
äre Strukturelemente werden gebildet, wenn sekundäre Strukturelemente miteinander oder mit einzelsträngi-
gen Regionen in Kontakt kommen, um eine komplexere dreidimensionale Struktur zu bilden. Etliche Forscher 
haben die Bindungsenergien einer großen Zahl von RNA-Duplexstrukturen gemessen und haben eine Gruppe 
an Regeln abgeleitet, die verwendet werden können, um die Sekundärstruktur 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 nützlich und insbe-
sondere zur Identifizierung von einzelsträngigen RNA-Regionen, die bevorzugte mRNA-Segmente darstellen 
können, um zum Silencing auf RNAi, Ribozym oder Antisense-Technologien abzuzielen. Demgemäß können 
bevorzugte Segmente des mRNA-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 können durch Transfektion mit einem heterologen Zielgen unter Verwen-
dung von Trägerzusammensetzungen, wie zum Beispiel Liposomen, in die Zelle eingeführt werden, die im 
Fachgebiet bekannt sind, z.B. Lipofektamin 2000 (Life Technologies) wie beschrieben durch den Hersteller von 
adhärente Zelllinien. Die Transfektion der dsRNA-Oligonucleotide zum Abzielen auf endogene Gene, kann un-
ter Verwendung von Oligofectamin (Life Technologies) durchgeführt werden. Die Transfektionseffizienz kann 
unter Verwendung von Fluoreszenzmikroskopie für Säugerzelllinien nach der Co-Transfektion von hGFP-co-
dierendem pAD3 (Kehlenback et al. (1998) J Cell Biol 141: 863–74) überprüft werden. Die Wirksamkeit der 
RNAi kann durch eine Vielzahl an Tests nach der Einführung der dsRNAs bewertet werden. Diese umfassen 
Western-Blot-Analyse unter Verwendung von Antikörpern, welche das POSH-Genprodukt nach ausreichender 
Zeit für den Umsatz des endogenen Pools erkennen, nachdem die neue Proteinsynthese unterdrückt 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.
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[0181] Ribozymmoleküle, die entworfen wurden, um POSH-mRNA-Transkripte katalytisch zu spalten, kön-
nen auch verwendet werden, um die Translation der Test-POSH-mRNA und/oder die Expression von POSH 
zu verhindern (siehe z.B. PCT Internationale Veröffentlichung WO90/11364, veröffentlicht am 4. Oktober 1990; 
Sarver et al. (1990) Science 247:1222–1225 und U.S. Patentnummer 5.093.246).

[0182] Ribozyme sind enzymatische RNA-Moleküle, die im Stande sind die spezifische Spaltung von RNA zu 
katalysieren. (Für eine Zusammenfassung siehe Rossi (1994) Current Biology 4: 469–471). Die Mechanismen 
der Ribozymwirkung umfassen sequenzspezifische Hybridisierung des Ribozym-Moleküls mit komplementä-
rer Ziel-RNA, gefolgt durch ein endonucleolytisches Spaltungsereignis. Die Zusammensetzung der Ribozym-
moleküle umfasst vorzugsweise eine oder mehrere Sequenzen, die komplementär zu einer POSH mRNA sind 
und der gut bekannten katalytischen Sequenz, die für mRNA-Spaltung verantwortlich ist oder einer funktionell 
äquivalenten Sequenz (siehe z.B. U.S. Patentnummer 5.093.246).

[0183] Während Ribozyme, die mRNA an ortsspezifischen Erkennungssequenzen spalten, verwendet wer-
den können, um Ziel-mRNAs zu zerstören, wird die Verwendung von Hammerkopf-Ribozymen bevorzugt. 
Hammerkopf-Ribozyme spalten mRNAs an Stellen, die durch flankierende Regionen vorgeschrieben werden, 
die komplementäre 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 WO89/05852). Hammerkopf Ribozymsequenzen können in eine stabile RNA, 
wie zum Beispiel eine Transfer-RNA (tRNA) eingebettet sein, um die Spaltungseffizienz in vivo zu erhöhen 
(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 III 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 üblicherweise etliche mögliche 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 erhöhen und die intrazelluläre Anhäufung 
von nicht-funktionellen mRNA-Transkripten zu minimieren. Darüber hinaus würde die Verwendung von jeder 
Spaltungs-Erkennungsstelle, die in der Zielsequenz liegt, welche unterschiedliche Teile der C-terminalen Ami-
nosäuredomäne von zum Beispiel langen oder kurzen Formen des Ziels codiert, das selektive Abzielen auf 
eine oder mehrere Formen des Ziels ermöglichen und daher einen selektiven Effekt auf eine Form des 
Ziel-Genprodukts haben.

[0184] Auf Gene abzielende Ribozyme enthalten notwendigerweise eine Hybridisierungsregion, die komple-
mentär 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 Länge 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. Außerdem besitzen 
Ribozyme hoch spezifische Endoribonucleaseaktivität, 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 länger 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 natürlich in Tetrahymena thermophila vorkommt (be-
kannt als die IVS oder L-19 IVS-RNA) und das von Thomas Cech und Mitarbeitern ausführlich 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; veröffentlichte 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 Länge abzielen, die in einem Zielgen oder einer Nucleinsäuresequenz vorhanden 
sind.

[0186] Ribozyme können aus modifizierten Oligonucleotiden bestehen (z.B. zur verbesserten Stabilität, 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 III oder Pol II-Promotors „codiert", sodass transfizierte Zellen ausreichende 
Mengen des Ribozyms produzieren werden, um die endogenen Zielbotschaften zu zerstören und die Transla-
tion zu hemmen. Da Ribozyme im Gegensatz zu Antisense-Molekülen katalytisch sind, wird eine niedrigere 
intrazelluläre Konzentration für die Effizienz benötigt.

[0187] In bestimmten Ausführungsformen 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-Nucleinsäure, wie zum Beispiel einer Nucleinsäure 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 für das Ribozym erreichbar, 
da sie innerhalb der sekundären oder tertiären Strukturen versteckt sind (Birikh et al. (1997) Eur J Biochem 
245: 1–16). Um das Problem der Ziel-RNA-Erreichbarkeit zu lösen, werden üblicherweise Computererzeugte 
Vorhersagen der Sekundärstruktur verwendet, um Ziele zu identifizieren, die am wahrscheinlichsten einzel-
strängig vorliegen, oder eine „offene" Konfiguration aufweisen (siehe Jaeger et al. (1989) Methods Enzymol 
183:281–306). Andere Ansätze nützen einen systematischen Ansatz, zur Vorhersage von Sekundärstrukturen, 
welcher die Bewertung einer großen Zahl von hybridisierenden Kandidaten-Oligonucleotidmolekülen ein-
schließt (siehe Milner et al. (1997) Nat Biotechnol 15: 537–41; und Patzel und Sczakiel (1998) Nat Biotechnol 
16:64–8). Außerdem beschreibt U.S. Patentnummer 6.251.588 Verfahren zur Evaluierung von Oligonucleotid-
sonden-Sequenzen, um die Möglichkeit zur Hybridisierung einer Nucleinsäure-Zielsequenz vorherzusagen. 
Das Verfahren der Erfindung stellt die Verwendung von solchen Verfahren bereit, um bevorzugte Segmente an 
Ziel-mRNA-Sequenzen auszuwählen, von denen vorhergesagt wird, dass sie einzelsträngig 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" Nucleinsäuren, zur 
Hemmung der Expression, z.B. durch Hemmung der Transkription und/oder Translation einer Test-POSH-Nu-
cleinsäure. Die Antisense-Nucleinsäuren können an das mögliche Arzneistoffziel durch herkömmliche Rasen-
paar-Komplementarität 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 stützen.

[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 komplementär zu min-
destens einem einmaligen Teil der zellulären 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 eingeführt 
wird, Hemmung der Expression durch Hybridisierung der mRNA und/oder der genomischen Sequenzen einer 
POSH-Nucleinsäure 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 Nucleinsäuremoleküle 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). Außerdem sind allgemeine Ansätze zur Konstruktion von Oligomeren 
zusammengefasst worden, die in der Antisense-Therapie nützlich 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-Ansätze um-
fassen den Entwurf von Oligonucleotiden (entweder DNA oder RNA), die komplementär zu mRNA sind, die 
das POSH-Polypeptid codiert. Die Antisense-Oligonucleotide werden an die mRNA-Transkripte binden und die 
Translation verhindern. Absolute Komplementarität wird, obwohl bevorzugt, nicht benötigt. Im Falle von dop-
pelsträngigen Antisense-Nucleinsäuren, kann daher ein Einzelstrang der Duplex-DNA untersucht werden oder 
Triplex-Bildung kann getestet werden. Die Fähigkeit zu hybridisieren wird sowohl vom Komplementaritätsgrad 
als auch der Länge der Antisense-Nucleinsäure abhängen. Im Allgemeinen gilt, je länger die hybridisierende 
Nucleinsäure, 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 komplementär sind, z.B. der 5' nicht-translatierten Se-
quenz bis zu und einschließlich dem AUG-Initiationscodon, sollten bei der Hemmung der Translation effizienter 
wirken. Von Sequenzen, die komplementär 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 könnten daher Oligdnucleotide verwendet werden, die komplementär zu entweder den 5' oder 3'
nicht-translatierten, nicht-codierenden Regionen des Gens sind. Oligonucleotide, die komplementär zu der 5'
nicht-translatierten Region der mRNA sind, sollten das Gegenstück des AUG umfassen. Antisense-Oligonuc-
leotide, die komplementär zu mRNA-Codierungsregionen sind, sind weniger wirkungsvolle Translationsinhibi-
toren, könnten aber auch in Übereinstimmung mit der Erfindung verwendet werden. Ob sie nun entworfen wur-
den, um mit der 5', 3' oder der Codierungsregion der mRNA zu hybridisieren, Antisense-Nucleinsäuren sollten 
mindestens sechs Nucleotide lang sein und sind vorzugsweise weniger als etwa 100 und stärker bevorzugt, 
weniger als etwa 50, 25, 17 oder 10 Nucleotide lang.

[0192] Es wird bevorzugt, dass in vitro Studien zuerst durchgeführt werden, um die Fähigkeit der Antisen-
se-Oligonucleotide zu quantifizieren, die Genexpression zu hemmen. Es wird bevorzugt, dass diese Studien 
die Kontrollen nützen, 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, können mit jenen verglichen werden, die unter 
Verwendung eines Kontroll-Oligonucleotids erhalten werden. Es wird bevorzugt, dass das Kontroll-Oligonuc-
leotid ungefähr die gleiche Länge 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 können DNA oder RNA oder chimäre Gemische oder Derivate oder 
modifizierte Versionen davon sein, einzelsträngig oder doppelsträngig. Die Oligonucleotide können am Basen-
rest, Zuckerrest oder am Phosphatgrundgerüst modifiziert sein, zum Beispiel, um die Stabilität des Moleküls, 
die Hybridisierung usw. zu verbessern. Das Oligonucleotid kann andere hinzugefügte 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 Veröffentlichungsnummer WO88/09810, veröffent-
licht am 15. Dezember 1988) oder die Blut-Hirnschranke (siehe zum Beispiel PCT-Veröffentlichungsnummer 
WO89/10134, veröffentlicht am 25. April 1988), durch Hybridisierung ausgelöste 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 Molekül verbunden sein, z.B. einem 
Peptid, einem durch Hybridisierung ausgelösten Vernetzungsmittel, Transportmittel, einem durch Hybridisie-
rung ausgelösten Spaltungsmittel usw.

[0194] Das Antisense-Oligonucleotid kann mindestens einen modifizierten Basenrest umfassen, der aus der 
Gruppe ausgewählt wird, einschließlich aber nicht beschränkt auf 5-Fluoruracil, 5-Bromuracil, 5-Chloruracil, 
5-Ioduracil, 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-oxyessigsäure (v), Wybutoxosin, Pseudouracil, Queosin, 2-Thiocyto-
sin, 5-Methyl-2-thiouracil, 2-Thiouracil, 4-Thiouracil, 5-Methyluracil, Uracil-5-oxyessigsäuremethylester, Ura-
cil-5-oxyessigsäure (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-
wählt aus der Gruppe einschließlich, aber nicht beschränkt auf Arabinose, 2-Fluoroarabinose, Xylulose und 
Hexose.

[0196] Das Antisense-Oligonucleotid kann auch ein neutrales Peptid-ähnliches Grundgerüst aufweisen. Sol-
che Moleküle werden als Peptid-Nucleinsäure (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 Fähigkeit, aufgrund des neutralen Grundgerüsts der DNA im Wesent-
lichen unabhängig von der Ionenstärke des Mediums, an komplementäre DNA zu binden. In noch einer ande-
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ren Ausführungsform umfasst das Antisense-Oligonucleotid mindestens ein modifiziertes Phosphat-Grundge-
rüst, ausgewählt 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 Ausführungsform ist das Antisense-Oligonucleotid ein Alpha-anomerisches Oli-
gonucleotid. Ein alpha-anomeres Oligonucleotid bildet spezifische doppelsträngige Hybride mit komplementä-
rer RNA, in welcher, im Gegensatz zur üblichen antiparallelen Richtung, die Stränge 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 chimäres RNA-DNA-Analog (Inoue et al., 
1987, FERS Lett. 215:327–330).

[0198] Während Antisense-Nucleotide, die komplementär zur Codierungsregion einer POSH-mRNA-Se-
quenz sind, verwendet werden können, können auch jene verwendet werden, die komplementär zur transkri-
bierten nicht-translatierten Region sind.

[0199] In bestimmten Fällen kann es schwierig sein die intrazellulären Konzentrationen von Antisense zu er-
zielen, die ausreichen, um die Translation von endogenen mRNAs zu unterdrücken. Daher benützt ein bevor-
zugter Ansatz ein rekombinantes DNA-Konstrukt in welchem das Antisense-Oligonucleotid unter die Kontrolle 
des starken Pol III- oder Pol II-Promotors gestellt wird. Die Verwendung eines solchen Konstrukts zur Trans-
fektion von Zielzellen wird in der Transkription von ausreichenden Mengen an einzelsträngigen RNAs resultie-
ren, die komplementäre Basenpaare mit dem endogenen möglichen Arzneistoff-Zieltranskript bilden werden 
und dadurch die Translation verhindern. Zum Beispiel kann ein Vektor so eingeführt 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 gewünschte Anti-
sense-RNA herzustellen. Solche Vektoren können durch rekombinante DNA-Technologieverfahren konstruiert 
werden, die im Fachgebiet Standard sind. Vektoren können Plasmide, viral oder andere im Fachgebiet bekann-
te sein, die für Replikation und Expression in Säugerzellen verwendet werden. Die Expression der Sequenz, 
welche die Antisense-RNA codiert, kann durch irgendeinen im Fachgebiet bekannten Promotor stattfinden, um 
in Säugern, vorzugsweise in menschlichen Zellen zu wirken. Solche Promotoren können induzierbar oder kon-
stitutiv sein. Solche Promotoren umfassen, sind aber nicht beschränkt auf: die SV40 frühe 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 eingeführt werden kann.

[0200] Alternativ kann die POSH-Genexpression durch Abzielen auf Desoxyribonucleotidsequenzen, die 
komplementär 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 Kör-
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] Nucleinsäuremoleküle, die bei der Tripelhelixbildung zur Hemmung der Transkription verwendet wer-
den sollen, sind vorzugsweise einzelsträngig und bestehen aus Desoxyribonucleotiden. Die Basenzusammen-
setzung dieser Oligonucleotide sollte Tripelhelixbildung über die Hoogsteen Basenpaarungsregeln fördern, die 
im Allgemeinen benötigen, dass beträchtliche Abschnitte von entweder Purinen oder Pyrimidinen in einem 
Strang eines Duplex vorhanden sind. Nucleotidsequenzen können auf Pyrimidin basieren und werden in TAT 
und CGC-Triplets über die drei assoziierten Stränge der daraus resultierenden Triplehelix resultieren. Die Py-
rimidin-reichen Moleküle stellen Basenkomplementarität zu einer Purin-reichen Region eines Einzelstrangs ei-
nes Duplex in einer parallelen Orientierung zu diesem Strang bereit. Außerdem können Nucleinsäuremoleküle 
ausgewählt werden, die Purin-reich sind, zum Beispiel einen Abschnitt an G-Resten enthalten. Diese Moleküle 
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 über die drei 
Stränge in der Triplex resultiert.

[0202] Alternativ können die möglichen POSH-Sequenzen, die für Tripel-Helixbildung ausgewählt werden 
können, durch die Bildung eines sogenannten „Switchback"-Nucleinsäuremoleküls erhöht werden. Switch-
back-Moleküle 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-
trächtlicher 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 Nucleinsäu-
re-Zielsequenz erkennen, sehr ähnlich einem Antisense-Oligonucleotid, sie sind jedoch, sehr ähnlich einem 
Ribozym, katalytisch und spalten die Zielnucleinsäure spezifisch.

[0204] Es gibt gegenwärtig 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 Spezifität bereit, indem sie die spe-
ziellen Nucleinsäure-Zielsequenzen erkennen, während die Schlaufenstruktur die katalytische Funktion unter 
physiologischen Bedingungen bereitstellt.

[0205] Um ein ideales DNA-Enzym zu entwerfen, das eine Zielnucleinsäure spezifisch erkennt und spaltet, 
muss ein Fachmann die einzigartige Zielsequenz zuerst identifizieren. Das kann unter Verwendung des glei-
chen Ansatzes durchgeführt werden, wie für Antisense-Oligonucleotide umrissen wird. Vorzugsweise ist die 
einzigartige oder wesentliche Sequenz G/C-reich und ungefähr 18 bis 22 Nucleotide lang. Hoher G/C-Gehalt 
hilft eine stärkere 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 können zum Beispiel in US 6110462
gefunden werden. Ähnliche Verfahren zur Verabreichung von DNA-Ribozymen in vitro oder in vivo umfassen 
Verfahren zur Verabreichung eines RNA-Ribozyms, wie vorstehend genau beschrieben. Außerdem wird ein 
Fachmann erkennen, dass DNA-Enzyme, wie Antisense-Oligonucleotide, wahlweise modifiziert werden kön-
nen, um die Stabilität zu verbessern und die Abbauresistenz zu verbessern.

[0208] Antisense-RNA und -DNA, Ribozym, RNAi und Triele-Helixmoleküle der Erfindung können durch ir-
gendein im Fachgebiet bekanntes Verfahren zur Synthese von DNA und RNA-Molekülen hergestellt werden. 
Diese umfassen Techniken für die chemische Synthese von Oligodesoxyribonucleotiden und Oligoribonucleo-
tiden, die im Fachgebiet gut bekannt sind, wie zum Beispiel chemische Festphasen-Phosphoramidit-Synthese. 
Alternativ können RNA-Moleküle durch in vitro und in vivo Transkription von DNA-Sequenzen erzeugt werden, 
welche die Antisense-RNA-Moleküle codieren. Solche DNA-Sequenzen können in eine große Vielzahl an Vek-
toren eingebaut werden, die geeignete RNA-Polymerasepromotoren, wie zum Beispiel die T7 oder SP6-Poly-
merase-Promotoren beinhalten. Alternativ können Antisense-cDNA-Konstrukte, die Antisense-RNA konstitutiv 
oder induzierbar synthetisieren, abhängig vom verwendeten Promotor, stabil in Zelllinien eingebaut werden. 
Darüber hinaus können verschiedene gut bekannte Modifikationen für Nucleinsäuremoleküle zur Erhöhung der 
intrazellulären Stabilität und der Halbwertszeit eingeführt werden. Mögliche Modifikationen umfassen, sind 
aber nicht limitiert auf das Hinzufügen von flankierenden Sequenzen von Ribonucleotiden oder Desoxyribonu-
cleotiden an die 5' und/oder 3'-Enden des Moleküls oder der Verwendung von Phosphorothioat oder 2' O-Me-
thyl eher als eine Phosphodisterase-Verbindung innerhalb des Oligodesoxyribonucleotid-Grundgerüsts.

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 stören oder sie fördern. In bestimmten Ausführungs-
formen sind Mittel der Erfindung antivirale Mittel, die wahlweise die virale Reifung stören und vorzugsweise, ist 
das Virus ein Retrovirus, Rhabdovirus oder Filovirus. In bestimmten bevorzugten Ausführungsformen stört ein 
antivirales Mittel die katalytische Ubiquitin-Ligaseaktivität von POSH (z.B. POSH Auto-Ubiquitinierung oder 
Übertragung auf ein Zielprotein). In bestimmten bevorzugten Ausführungsformen stört 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 stören oder irre-
versibel machen. In weiteren Ausführungsformen sind die Mittel der Erfindung anti-apoptotische Mittel, die 
wahlweise die JNK- und/oder das NF-κB-Signalübertragung stören. In noch zusätzlichen Ausführungsformen 
stören Mittel der Erfindung die Signalübertragung einer GTPase, wie zum Beispiel Rac oder Ras, indem sie 
wahlweise die Interaktion zwischen einem POSH-Polypeptid und einem Rac-Protein stören. In bestimmten 
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Ausführungsformen modulieren die Mittel der Erfindung die Ubiquitin-Ligaseaktivität von POSH und können 
verwendet werden, um bestimmte Erkrankungen zu behandeln, die mit der Ubiquitin-Ligaseaktivität in Zusam-
menhang stehen.

[0210] In bestimmten Ausführungsformen stellt die Erfindung Tests bereit, um Mittel zu identifizieren, optimie-
ren oder sonst zu bewerten, die eine Ubiquitin-verwandte Aktivität von einem POSH-Polypeptid erhöhen oder 
vermindern. Ubiquitin-verwandte Aktivitäten von POSH-Polypeptiden können die Selbst-Ubiquitinierungs-Akti-
vität von einem POSH-Polypeptid umfassen, die im Allgemeinen die Übertragung von Ubiquitin von einem 
E2-Enzym auf das POSH-Polypeptid betreffen und die Ubiquitinierung von einem Zielprotein, das im Allgemei-
nen die Übertragung eines Ubiquitins aus einem POSH-Polypeptid auf das Zielprotein betrifft. In bestimmten 
Ausführungsformen wird eine POSH-Aktivität zumindest teilweise durch eine POSH-RING-Domäne vermittelt.

[0211] In bestimmten Ausführungsformen 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 
Nucleinsäuren codiert werden, die an menschliche POSH-DNA der SEQ ID NO: 1 hybridisieren und Ubiqui-
tin-Ligaseaktivität 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. Zusätzliche Komponenten des Gemischs 
können ausgewählt werden, um Bedingungen bereitzustellen, die mit der Ubiquitinierung des POSH-Polypep-
tis übereinstimmen. 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 Sensitivitätsgrad liegt. Nachweis kann den Nachweis einer 
Markierung (z.B. fluoreszierende Markierung, radioaktive Markierung, und andere nachstehend beschriebene) 
umfassen, Auflösung und Identifizierung durch Größe (z.B. SDS-PAGE, Massen-Spektrometrie), Reinigung 
und Nachweis und andere Verfahren, die im Hinblick auf diese Beschreibung einem Fachmann zur Verfügung 
stehen werden. Zum Beispiel kann radioaktive Markierung durch Szintillationszählung gemessen werden oder 
durch Densitometrie nach dem Inkontaktbringen mit einer photographischen Emulsion, oder durch Verwen-
dung einer Vorrichtung, wie zum Beispiel einem Phosphorlmager. 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 Ausführungs-
form umfasst ein Test den Nachweis des POSH-Ubiquitinkomplexes. In einem Screeningtest wird ein Testmittel 
zu dem Gemisch hinzugefügt. Die (das) in einem Screeningtest nachgewiesene(n) Parameter kann (können) 
mit einer geeigneten Referenz verglichen werden. Eine geeignete Referenz kann ein Test sein, der vorher, 
gleichzeitig oder später durchgeführt wurde, der das Testmittel vermeidet. Eine geeignete Referenz kann auch 
ein Durchschnitt von früheren Messungen in der Abwesenheit des Testmittels sein.

[0212] In bestimmten Ausführungsformen 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. Zusätzliche Komponenten 
des Gemischs können ausgewählt werden, um Bedingungen bereitzustellen, die mit der Ubiquitinierung des 
Ziel-Polypeptids übereinstimmen. 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 Ausführungsform umfasst ein Test den Nachweis eines Ziel-Polypeptid-Ubiquitin-Komplexes. In einem 
Screeningtest wird ein Testmittel zu dem Gemisch hinzugefügt. Das (die) in einem Screeningtest nachgewie-
sene(n) Parameter kann (können) mit einer geeigneten Referenz, wie vorstehend beschrieben, verglichen wer-
den. In bestimmten bevorzugten Ausführungsformen setzt ein Screeningtest für ein antivirales Mittel ein Ziel-
polypeptid ein, das eine L-Domäne umfasst und vorzugsweise eine HIV L-Domäne.

[0213] In bestimmten Ausführungsformen wird ein Test in einem Hochdurchsatz-Format durchgeführt. 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 Oberflä-
che, wie zum Beispiel einer Platte mit 96 Vertiefungen, befestigt werden und das Ubiquitin liegt in Lösung und 
markiert vor. Ein E2 und E1 ist auch in Lösung und die POSH-Ubiquitinkomplexbildung kann durch Waschen 
der festen Oberfläche 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 können verwendet werden. 
Zum Beispiel kann die in Lösung vorliegende Ubiquitinmenge nachgewiesen werden. In bestimmten Ausfüh-
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 gewünschte 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 verändertes Signal zu erzeugen. In FREI 
sind die ersten und zweiten Marker Fluorophore. FREI wird nachstehend näher beschrieben. Die Bildung von 
Polyubiquitin-Komplexen kann durch Mischen von zwei oder mehreren Pools an unterschiedlich markiertem 
Ubiquitin durchgeführt werden, das nach der Bildung eines Polyubiquitins interagiert (siehe z.B. US. Patent-
veröffentlichung 20020042083). Hochdurchsatz kann durch Ausführen eines interaktiven Tests, wie zum Bei-
spiel FREI, auch in Lösung 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 Antikörper oder über ein Tag wie zum 
Beispiel Biotin, FLAG, Polyhistidin, usw.), kann die Reaktion außerdem in Lösung durchgeführt 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 können auch durch den 
Nachweis mittels SDS-PAGE aufgelöst werden.

[0214] In bestimmten Ausführungsformen ist das Ubiquitin entweder direkt oder indirekt markiert. Das ermög-
licht üblicherweise einen leichten und schnellen Nachweis und Messung von ligiertem Ubiquitin, was den Test 
für Hochdurchsatz Screening-Anwendungen nützlich macht. Wie vorstehend beschrieben können bestimmte 
Ausführungsformen 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 Oberfläche zu erleichtern. Eine Markierung soll Reste umfassen, welche 
einen schnellen Nachweis des markierten Polypeptids ermöglichen. Bestimmte Reste können sowohl als eine 
Markierung sowie auch als Tag verwendet werden (z.B. Epitop-Tags, die leicht zu reinigen sind und mit einem 
gut-charakterisierten Antikörper nachgewiesen werden). Biotinylierung von Polypeptiden ist gut bekannt, zum 
Beispiel sind etliche Biotinylierungsmittel bekannt, einschließlich Amin-reaktiven und Thiol-reaktiven Mitteln für 
die Biotinylierung von Proteinen, Nucleinsäuren, Kohlenhydraten, Carbonsäuren; siehe Kapitel 4, Molecular 
Probes Catalog, Haugland, 6. Auflage, 1996. Ein biotinyliertes Substrat kann an eine biotinylierte Komponente 
über Avidin oder Streptavidin angeheftet werden. Auf ähnliche Weise ist auch eine große Zahl an haptenylie-
renden Reagenzien bekannt.

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

[0216] In einer alternativen Ausführungsform wird ein POSH-Polypeptid, E2 oder Ziel-Polypeptid an eine Per-
le gebunden, wahlweise mit der Unterstützung einer Markierung („Tag"). Nach der Ligation können die Perlen 
von dem ungebundenen Ubiquitin abgetrennt und das gebundene Ubiquitin gemessen werden. In einer bevor-
zugten Ausführungsform ist das POSH-Polypeptid an Perlen gebunden und die verwendete Zusammenset-
zung umfasst markiertes Ubiquitin. In dieser Ausführungsform können die Perlen mit gebundenem Ubiquitin 
unter Verwendung einer Fluoreszenz-aktivierten Zellsortierungs (FACS) Maschine abgetrennt werden. Verfah-
ren für 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, können in ver-
schiedenen Mengen vereinigt werden. In einer bevorzugten Ausführungsform wird Ubiquitin (oder E2 im Kom-
plex mit Ubiquitin) bei einer Endkonzentration von 5 bis 200 ng pro 100 Mikroliter Reaktionslösung kombiniert.

[0219] Wahlweise wird E1 bei einer Endkonzentration von 1 bis 50 ng pro 100 μl Reaktionslösung verwendet. 
Wahlweise wird E2 bei einer Endkonzentration von 10 bis 100 ng pro 100 μl Reaktionslösung kombiniert, stär-
ker bevorzugt 10–50 ng pro 100 μl Reaktionslösung. In einer bevorzugten Ausführungsform wird das 
POSH-Polypeptid bei einer Endkonzentration von 1 ng bis 500 ng pro 100 μl Reaktionslösung kombiniert.
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[0220] Im Allgemeinen wird ein Testgemisch so erzeugt, dass es die Ubiquitin-Ligaseaktivität und/oder Ubi-
quitinierungsaktivität fördert. Im Allgemeinen werden das physiologische Bedingungen sein, wie zum Beispiel 
50–200 mM Salz (z.B. NaCl, KCl), pH-Wert zwischen 5 und 9 und vorzugsweise zwischen 6 und 8. Solche Be-
dingungen können durch Versuch und Irrtum optimiert werden. Inkubationen können bei jeden Temperaturen 
durchgeführt werden, welche die optimale Aktivität erleichtern, üblicherweise zwischen 4 und 40 Grad Celsius. 
Inkubationsperioden werden für optimale Aktivität ausgewählt, können aber auch optimiert werden, um schnel-
les Hochdurchsatz-Screening zu erleichtern. Üblicherweise 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, Lösungsmittel, Puffer, neutrale Proteine, z.B. Albumin, Detergentien, 
usw., die verwendet werden können, um die optimale Ubiquitinierungs-Enzymaktivität 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., kön-
nen verwendet werden. Diese Zusammensetzungen werden vorzugsweise auch Adenosintriphosphate (ATP) 
umfassen. Das Komponentengemisch kann in jeder Reihenfolge hinzugefügt werden, welche die Ubiquitin-Li-
gaseaktivität fördert oder die Identifizierung von Wirkungen der Kandidatenmodulatoren optimiert. In einer al-
ternativen Ausführungsform wird Ubiquitin in einer Reaktions-Pufferlösung bereitgestellt, gefolgt durch Hinzu-
fügen der Ubiquitinierungsenzyme. In einer abwechselnden bevorzugten Ausführungsform wird Ubiquitin in ei-
ner Reaktions-Pufferlösung bereitgestellt, ein Kandidatenmodulator wird dann hinzugefügt, gefolgt vom Hinzu-
fügen der Ubiquitinierungsenzyme.

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

[0222] Bestimmte Ausführungsformen 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 Aminosäuren, wahlweise eine besondere Domäne von POSH, wie zum Beispiel eine SH3 oder 
RING-Domäne. In bevorzugten Ausführungsformen ist ein POSH-Polypeptid ein Polypeptid umfassend die 
vierte SH3-Domäne von hPOSH (SEQ ID NO: 30). Eine große Vielzahl an Tests kann für diesen Zweck ver-
wendet werden, einschließlich markierten in vitro Protein-Protein-Bindungstests, elektrophoretischen Mobili-
tätsverschiebungstests, Immuntests zur Proteinbindung und ähnliches. Das gereinigte Protein kann auch zur 
Bestimmung der dreidimensionalen Kristallstruktur verwendet werden, die für intermolekulare Wechselwirkun-
gen verwendet werden kann und zum Entwerfen von Testmitteln. In einer Ausführungsform weist ein Testmittel 
nach, welche die Interaktion von einem oder mehreren betreffenden POSH-Polypeptiden mit einem POSH-AP 
hemmen. In einer anderen Ausführungsform weist der Test Mittel nach, welche die intrinsische biologische Ak-
tivität von einem POSH-Polypeptid oder einem POSH-Komplex modulieren, wie zum Beispiel enzymatische 
Aktivität, Bindung an andere zelluläre Komponenten, zelluläre Kompartimentalisierung und ähnliches.

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

[0224] Während man nicht an den Mechanismus gebunden sein möchte, wird postuliert, dass POSH-Poly-
peptide das Zusammenfügen von Proteinkomplexen fördern, die bei der Freisetzung von Virionen wichtig sind. 
Komplexe der Erfindung können 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, ähnlich zu Spred-2, sowie 
auch in bestimmten Ausführungsformen 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 Domänen 
abhängen. Während sie nicht als limitierend gedacht sind, werden nachstehend beispielhafte Domänen von 
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möglichen interagierenden Proteinen bereitgestellt. Von einer RING-Domäne wird erwartet, dass sie mit Culli-
nen, E2-Enzymen, AP-1, AP-2 und/oder einem Substrat für die Ubiquitinierung interagiert (z.B. einem Protein 
umfassend eine Gag L-Domäne). Eine SH3-Domäne kann mit einer Gag-L-Domäne 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 für ein antivirales Mittel wird das Testmittel auf seine Fähigkeit bewertet die 
Bildung eines Komplexes von einem POSH-Polypeptid (insbesondere einem, das die vierte SH3-Domäne von 
hPOSH enthält – SEQ ID NO: 30) und einem Gag-Polypeptid (insbesondere einem Polypeptid, umfassend ei-
ner HIV-L-Domäne) zu stören oder zu hemmen. In einem bevorzugten Test für ein anti-apoptotisches Mittel, 
wird das Testmittel auf seine Fähigkeit überprüft die Bildung von einem Komplex eines POSH-Polypeptids und 
einem Rac-Polypeptid, insbesondere einem menschlichen Rac-Polypeptid, wie zum Beispiel Rac1 zu stören 
oder zu hemmen.

[0227] Eine Vielzahl an Testformaten wird ausreichen und jene, die hierin nicht ausdrücklich 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 Aktivität und so-
gar einer POSH-Polypeptid-vermittelten-Membran-Neuanordnung oder Vesikelbildungsaktivität annähern, 
können 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 
nützen. Einfache Bindungstests können verwendet werden, um Mittel nachzuweisen, die an POSH binden. 
Solche Bindungstests können auch Mittel identifizieren, die durch Störung der Interaktion zwischen einem 
POSH-Polypeptid und einem POSH-interagierenden Protein wirken, oder der Übertragung von Ubiquitin auf 
ein POSH-AP, oder indem die Bindung von einem POSH-Polypeptid oder Komplex auf ein Substrat gestört 
wird. Mittel, die getestet werden sollen, können zum Beispiel durch Bakterien, Hefe oder andere Organismen 
(z.B. natürliche Produkte) hergestellt werden, chemisch produziert (z.B. durch kleine Moleküle, einschließlich 
Peptidomimetika), oder rekombinant produziert werden. In einer bevorzugten Ausführungsform ist das Testmit-
tel ein kleines organisches Molekül, 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 natürliche Ex-
trakte testen, sind Hochdurchsatz-Tests wünschenswert, damit die Zahl der begutachteten Verbindungen in ei-
ner bestimmten Zeitdauer maximiert wird. Tests der vorliegenden Erfindung, die in zellfreien Systemen durch-
geführt werden, wie sie mit gereinigten oder halb-gereinigten Proteinen oder mit Lysaten entwickelt werden, 
werden oft als „primäre" Screens bevorzugt, das sie erzeugt werden können, um eine schnelle Entwicklung 
und einen relativ leichten Nachweis einer Änderung im einem molekularen Ziel zu erlauben, das durch eine 
Testverbindung vermittelt wird. Darüber hinaus können die Wirkungen der zellulären Toxizität und/oder Biover-
fügbarkeit der Testverbindung im Allgemeinen im in vitro System ignoriert werden, der Test ist hingegen haupt-
sächlich auf die Wirkung des Arzneistoffes auf das molekulare Ziel gerichtet, wie in der Änderung der Bin-
dungsaffinität mit anderen Proteinen oder Veränderungen in enzymatischen Eigenschaften des molekularen 
Ziels offenkundig sein wird.

[0229] In bevorzugten in vitro Ausführungsformen 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 zellulären 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 stärker bevorzugt bei einer Reinheit von 90–95% vorhanden. In bestimmten 
Ausführungsformen 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 zellulärem oder viralem Ursprung), was die Fähigkeit den POSH-Komplex-Zusammen-
bau und/oder Abbau stören oder sie auf andere Weise ändern könnte.

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

[0231] In einer Ausführungsform der vorliegenden Erfindung können Arzneistoff-Screeningtests erzeugt wer-
den, welche hemmende Mittel auf der Basis ihrer Fähigkeit nachweisen den Zusammenbau oder die Stabilität 
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des POSH-Komplexes zu stören. 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-
über hinaus kann auch ein Kontrolltest durchgeführt werden, um eine Grundlinie für 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 tatsächlich 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. Oberflächen Plasmon-Re-
sonanzsysteme, wie zum Beispiel jene, die von Biacore International AB (Uppsala, Schweden) erhältlich sind, 
können auch verwendet werden, um Protein-Protein-Interaktion nachzuweisen.

[0233] Oft wird es wünschenswert 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 Ausführungsform kann ein Fusionsprotein bereitge-
stellt werden, das eine Domäne hinzufügt, die es dem Protein erlaubt an eine unlösliche Matrix gebunden zu 
werden. Zum Beispiel können GST-POSH-Fusionsproteine an Glutathion-Sepharoseperlen (Sigma Chemical, 
St. Louis, MO) oder an Glutathion-derivatisierte Mikrotiterplatten absorbiert werden, die dann mit einem mög-
lichen interagierenden Protein, z.B. einem 35S-markierten Polypeptid und der Testverbindung kombiniert wer-
den und unter Bedingungen inkubiert werden, die für die Komplexbildung zuträglich sind. Nach der Inkubation 
werden die Perlen gewaschen, um jedes ungebundene interagierende Protein zu entfernen und der Ma-
trix-Perlen-gebundene Radioaktivitätsmarker wird direkt bestimmt (z.B. Perlen werden in Szintillationszähler 
platziert) oder in den Überstand, nachdem die Komplexe dissoziiert sind, z.B. wenn Mikrotiterplatten verwendet 
werden. Alternativ können, 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 Ausführungsform können unter Verwendung eines immobilisierten POSH Mittel iden-
tifiziert werden, die an ein POSH binden. In einer illustrativen Ausführungsform kann ein Fusionsprotein bereit-
gestellt werden, das eine Domäne hinzufügt, welche es dem Protein erlaubt an eine unlösliche Matrix gebun-
den zu sein. Zum Beispiel können GST-POSH-Fusionsproteine an Glutathion-Sepharoseperlen (Sigma Che-
mical, St. Louis, MO) absorbiert werden oder Glutathion-derivatisierte Mikrotiterplatten, die dann mit einem 
möglichen markierten Bindemittel kombiniert werden und unter Bedingungen inkubiert werden, die für die Bin-
dung zuträglich 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 Überstand, nachdem das 
gebundene Mittel dissoziiert hat.

[0235] In noch einer weiteren Ausführungsform kann das POSH-Polypeptid und mögliches interagierendes 
Polypeptid verwendet werden, um einen Interaktions-Trap-Assay (siehe auch, U.S. Patentnummer: 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 Iwabuchi et al. (1993) Oncogene 8:1693–1696) für den anschließenden Nach-
weis von Mitteln zu erzeugen, welche die Bindung von Proteinen aneinander stören.

[0236] Insbesondere verwendet das Verfahren chimäre Gene, die Hybridproteine exprimieren. Um es zu ver-
anschaulichen, ein erstes Hybridgen, das die Codierungssequenz für eine DNA-Bindungsdomäne eines Tran-
skriptionsaktivators umfasst, kann im Leserahmen mit der Codierungssequenz für ein „Köder"-Protein fusio-
niert werden, z.B. ein POSH-Polypeptid von ausreichender Länge, um an ein mögliches interagierendes Pro-
tein zu binden. Das zweite Hybridprotein codiert eine transkriptionelle Aktivierungsdomäne, die im Leserahmen 
mit dem Gen fusioniert ist, das ein „Fisch"-Protein codiert, z.B. ein mögliches interagierendes Protein von aus-
reichender Länge, um mit dem POSH-Polypeptidteil des Köder-Fusionsproteins zu interagieren. Wenn die Kö-
der- und Fischproteine zur Interaktion im Stande sind, z.B. einen POSH-Komplex zu bilden, bringen sie zwei 
Domänen des Transkriptionsaktivators in die nahe Umgebung. Diese Nähe verursacht die Transkription eines 
Reportergens, das funktionsfähig 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 für die Interaktion der Köder- und Fischproteine zu bewerten.

[0237] In Übereinstimmung 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 enthält ein Reportergen, das eine Bindungsstelle für die DNA-Bindungsdomäne eines Transkripti-
onsaktivators aufweist, der im Köderprotein verwendet wird, sodass das Reportergen zum Beispiel ein nach-
weisbares Genprodukt exprimiert, wenn das Gen transkriptionell aktiviert ist. Das erste chimäre Gen kann in 
einem Chromosom der Wirtszelle vorhanden sein, oder als Teil eines Expressionsvektors. Interakti-
ons-Trap-Assays können auch in Säuger- oder bakteriellen Zelltypen durchgeführt werden.

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

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

[0240] Vorzugsweise stammen die DNA-Bindungsdomäne des ersten Hybridproteins und die Transkripti-
ons-Aktivierungsdomäne des zweiten Hybridproteins aus Transkriptionsaktivatoren, die trennbare DNA-Bin-
dungs- und Transkriptions-Aktivierungsdomänen aufweisen. Zum Beispiel ist von diesen getrennten DNA-Bin-
dungs- und Transkriptions-Aktivierungsdomänen 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-
domänen, die sie für die vorliegende Erfindung nützlich machen und umfassen zum Beispiel die LexA und 
VP16-Proteine. Es wird klar sein, dass andere (im Wesentlichen) trankriptionell inerte DNA-Bindungsdomänen 
in den Testkonstrukten verwendet werden können; wie zum Beispiel Domänen von ACE1, 1cl, Lac-Repressor, 
jun oder fos. In einer anderen Ausführungsform können die DNA-Bindungsdomäne und die Transkriptions-Ak-
tivierungsdomäne von unterschiedlichen Proteinen stammen. Die Verwendung der LexA-DNA-Bindungsdomä-
ne gewährleistet bestimmte Vorteile. In Hefe enthält der LexA-Rest zum Beispiel keine Aktivierungsfunktion 
und hat keinen bekannten Effekt auf die Transkription der Hefegene. Außerdem ermöglicht LexA die Kontrolle 
über die Sensitivität des Tests auf dem Interaktionsniveau (siehe zum Beispiel die Brent et al. PCT-Veröffent-
lichung WO94/10300).

[0241] In bevorzugten Ausführungsformen ist jede mit den Köder- oder Fischproteinen in Zusammenhang 
stehende enzymatische Aktivität inaktiviert, z. B. können dominant-negative oder andere Mutanten von einem 
POSH-Polypeptid verwendet werden.

[0242] Das veranschaulichende Beispiel weiterführend, verursacht die POSH-Polypeptid-vermittelte Interak-
tion zwischen den Köder- und Fischproteinen in der Wirtszelle, falls eine besteht, daher, dass die Aktivierungs-
domäne die Transkription des Reportergens aktiviert. Das Verfahren wird durch Einführen des ersten chimären 
Gens und des zweiten chimären Gens in die Wirtszelle durchgeführt und indem diese Zelle Bedingungen un-
terzogen wird, unter welchen die Köder- und Fisch-Fusionsproteine in einer ausreichenden Quantität 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. Demgemäß 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 können in Übereinstimmung mit den Verfahren der Erfindung verwendet 
werden und umfassen zum Beispiel Reportergene, die ein solches nachweisbares Signal erzeugen, wie aus-
gewählt aus der Gruppe bestehend aus einem enzymatischen Signal, einem fluoreszierenden Signal, einem 
phosphoreszierenden Signal und Arzneistoffresistenz.

[0243] In noch weiteren Ausführungsformen des vorliegenden Tests wird der POSH-Komplex in ganzen Zel-
len erzeugt, indem Zellkulturtechniken genützt werden, um den betreffenden Test zu unterstützen. Zum Bei-
spiel kann der POSH-Komplex, wie nachstehend beschrieben, in einem eukaryontischen Zellkultursystem, ein-
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schließlich Säuger- und Hefe-Zellen eingesetzt werden. Es wird oft wünschenswert 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 wünschenswert sein, die Zelle mit einem Virus von Interesse zu infizieren. Vorteile 
der Erzeugung des betreffenden Tests in einer intakten Zelle umfassen die Fähigkeit Inhibitoren nachzuweisen, 
die in einer Umgebung funktionell sind, die jener, welche die therapeutische Verwendung des Inhibitors benö-
tigen würde mehr entspricht, einschließlich der Fähigkeit des Mittels Zutritt zu einer Zelle zu erlangen. Darüber 
hinaus sind bestimmte der in vivo Ausführungsformen des Tests, wie zum Beispiel die nachstehend angeführ-
ten Beispiele, für Hochdurchsatz-Analyse von Kandidatenmitteln zugänglich.

[0244] Die Komponenten des POSH-Komplexes können endogen für die Zelle sein und ausgewählt werden, 
um den Test zu unterstützen. Alternativ können manche oder alle der Komponenten aus exdogenen Quellen 
stammen. Zum Beispiel können Fusionsproteine durch rekombinante Techniken (wie zum Beispiel über die 
Verwendung eines Expressionsvektors) in die Zelle eingeführt werden, sowie auch durch Mikroinjektion des 
Fusionsproteins selbst oder durch mRNA, die das Fusionsprotein codiert.

[0245] In vielen Ausführungsformen wird eine Zelle nach der Inkubation mit einem Kandidatenmittel manipu-
liert und auf eine POSH-Aktivität überprüft. In bestimmten Ausführungsformen wird eine POSH-Aktivität durch 
die Produktion von Virusähnlichen Partikeln dargestellt. Wie hierin gezeigt wird, kann ein Mittel, das die 
POSH-Aktivität stört, eine Verminderung der Produktion von Virus-ähnlichen Partikeln verursachen. In be-
stimmten Ausführungsformen können POSH-Aktivitäten, ohne Limitierungen, Komplexbildung, Ubiquitinierung 
und Membran-Fusionsereignisse umfassen (z.B. die Freisetzung von viralen Sprossen oder Fusion von Vesi-
keln). POSH-Komplexbildung kann durch Immunpräzipitation und Analyse von gleichzeitig immunpräzipitier-
ten Proteinen oder Affinitätsreinigung und Analyse von gleichzeitig gereinigten Proteinen bewertet werden. Auf 
Fluoreszenzresonanzenergie Transfer (FREI) basierende Tests können auch verwendet werden, um die Kom-
plexbildung zu bestimmen. Fluoreszierende Moleküle, die in große Nähe miteinander gebracht werden, welche 
die richtigen Emissions- und Anregungs-Spektren aufweisen, können FREI darstellen. Die fluoreszierenden 
Moleküle werden so ausgewählt, dass das Emissionsspektrum von einem der Moleküle (dem Spendermolekül) 
mit dem Anregungsspektrum des anderen Moleküls (dem Akzeptormolekül) überlappt. Das Spendermolekül 
wird durch Licht der geeigneten Intensität 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 Akzeptormolekül gelöscht. FREI kann als eine Reduktion in der Intensität des fluoreszierenden 
Signals vom Spender, der Reduktion der Lebenszeit des angeregten Stadiums, und/oder der Re-Emission des 
fluorezierenden Lichts bei den längeren Wellenlängen (niedrigere Energien), die für 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 ungefähr 425–450 nm Wellenlän-
ge angeregt und emittiert Licht im Bereich von 450–500 nm. Gelb-fluoreszierendes Protein wird durch Licht bei 
ungefähr 500–525 nm angeregt und gibt Licht bei 525–500 nm ab. Wenn diese beiden Protein in Lösung ge-
geben werden, kann die Cyan- und gelbe Fluoreszenz getrennt sichtbar gemacht werden. Wenn diese beiden 
Proteine jedoch in große Nähe miteinander gezwungen werden, werden die fluoreszierenden Eigenschaften 
durch FREI verändert werden. Das bläuliche 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 Wellenlängen von 450 nm stimuliert werden, das Cyanemittierte Licht stark reduziert wird und das gelbe 
Licht, das bei dieser Wellenlänge normalerweise nicht stimuliert wird, stark verstärkt wird. FREI wird üblicher-
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 überwacht. 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 Veränderung 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-
schränkten Zahl von Zuständen besteht, jede mit einer unterschiedlichen Fluoreszenz-Lebenszeit. Quantitati-
ve Karten von jedem Zustand können auf einer Pixel-bei-Pixel-Basis erzeugt werden.
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[0248] Um auf FREI basierende Tests durchzuführen, 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 erwähnte geeignete Marker stehen für den Fachmann zu Verfügung. 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 grünem fluoreszierendem Pro-
tein (GFP) von Aequoria victoria. Varianten können lichter, dunkler sein, oder unterschiedliche Anregungs- 
und/oder Emissionsspektren aufweisen. Bestimmte Varianten werden so verändert, dass sie nicht länger grün 
erscheinen und können blau, cyan, gelb oder rot erscheinen (bezeichnet als BFP, CFP, YFP bzw. RFP). Fluo-
reszierende Proteine können stabil durch eine Vielzahl an kovalenten und nicht kovalenten Bindungen mit Po-
lypeptiden verbunden sein, einschließlich zum Beispiel Peptidbindungen (z.B. Expression als ein Fusionspro-
tein), chemische Quervernetzung und Biotin-Streptavidin-Kopplung. Für 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 können 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 benötigen Flavine, Peridin-Chlorophyll bzw. verschiedene Phycobiline, sowie 
fluoreszierende Co-Faktoren.

[0251] Auf FREI basierende Tests können in Zell-basierenden Tests und in Zellfreien Tests verwendet wer-
den. Auf FREI basierende Tests sind für Hochdurchsatz-Screeningverfahren zugänglich, einschließlich fluores-
zenzaktivierter Zellsortierung und Fluoreszenz-Scanning von Mikrotiter-Arrays.

[0252] In einer weiteren Ausführungsform können die Transkriptmengen in Zellen gemessen werden, die hö-
here oder niedrigere Mengen an POSH-Aktivität aufweisen, um Gene zu identifizieren, die durch POSH regu-
liert werden. Promotorregionen für solche Gene (oder größere Teile von solchen Genen) können funktionsfähig 
mit einem Reportergen verbunden sein und in einem Reportergen-basierenden Test zum Nachweis von Mitteln 
verwendet werden, welche die POSH-regulierte Genexpression verstärken oder vermindern. Transkriptmen-
gen können in jeder im Fachgebiet bekannten Art bestimmt werden, wie zum Beispiel Northern-Blotting, 
RT-PCR, Mikroarray, usw. Erhöhte POSH-Aktivität kann zum Beispiel durch Einführen eines starken 
POSH-Expressionsvektors erzielt werden. Verminderte POSH-Aktivität kann zum Beispiel durch RNAi, Anti-
sense, Ribozym, Gen-Knockout usw. erzielt werden.

[0253] Im Allgemeinen können, wo der Screeningtest ein Bindungstest ist (ob Protein-Protein-Bindung, Mit-
tel-Protein-Bindung usw.) ein oder mehrere Moleküle 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 Bindungsmoleküle, Partikel, z.B. 
magnetische Partikel und ähnliches. Spezifische Bindungsmoleküle umfassen Paare, wie zum Beispiel Biotin 
und Streptavidin, Digoxin und Antidigoxin usw. Für die spezifischen Bindungsmitglieder, würden die komple-
mentären Mitglieder normal mit einem Molekül markiert werden, das, in Übereinstimmung mit bekannten Ver-
fahren, den Nachweis gewährleistet.

[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 unterstützen und/oder unspezifische Hintergrundwechselwirkungen zu ver-
mindern. Reagenzien, welche die Effizienz des Tests verbessern, wie zum Beispiel Proteaseinhibitoren, Nuc-
leaseinhibitoren, anti-mikrobielle Mittel usw. können verwendet werden. Das Gemisch an Komponenten wird 
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in irgendeiner Reihenfolge hinzugefügt, welche die notwendige Bindung gewährleistet. Inkubationen werden 
bei einer beliebigen geeigneten Temperatur durchgeführt, üblicherweise zwischen 4°C und 40°C. Die Inkuba-
tionszeitdauer wird für die optimale Aktivität ausgewählt, kann aber auch optimiert werden, um ein schnelles 
Hochdurchsatz-Screening zu erleichtern.

[0255] In bestimmten Ausführungsformen kann ein Testmittel auf seine Fähigkeit bewertet werden die Loka-
lisierung von einem POSH-Polypeptid zu stören, 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 
für die Behandlung oder Therapie von viralen Erkrankungen bereit und insbesondere Erkrankungen, die durch 
Hüllen-Viren, retroide Viren und RNA-Viren hervorgerufen werden, einschließlich, aber nicht beschränkt auf 
Retroviren, Rhabdoviren, Lentiviren und Filoviren. Bevorzugte Therapeutika der Erfindung wirken durch Unter-
brechen der biologischen Aktivität von einem POSH-Polypeptid oder POSH-Komplex in der viralen Reifung.

[0257] Beispielhafte Therapeutika der Erfindung umfassen Nucleinsäuretherapien wie zum Beispiel 
RNAi-Konstrukte. Andere POSH-Therapeutika umfassen Polypeptide, Peptidomimetika, Antikörper und kleine 
Moleküle. Antisense-Therapien der Erfindung umfassen Verfahren zum Einführen von Antisense-Nucleinsäu-
ren, zur Störung der Expression von POSH-Polypeptiden oder Proteinen, die für die POSH-Funktion notwen-
dig sind.

[0258] RNAi-Therapien umfassen Verfahren zum Einführen von RNAi-Konstrukten, um die Expression von 
POSH-Polypeptiden oder Proteinen herunterzuregulieren, die für 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 können durch Entwerfen von Polypeptiden erzeugt werden, um bestimm-
te Proteindomänen nachzuahmen, die bei der Bildung von POSH-Komplexen wichtig sind, wie zum Beispiel 
SH3 oder RING-Domänen. Zum Beispiel wird ein Polypeptid, umfassend eine POSH-SH3-Domäne, wie zum 
Beispiel die SH3-Domäne wie sie in SEQ ID NO: 30 dargelegt ist, für die Bindung an eine POSH-SH3-Domäne 
konkurrieren und wird daher störend auf die Bindung eines Partnerproteins wirken. In einer Ausführungsform 
kann ein Bindungspartner Gag sein. In einer anderen Ausführungsform kann ein Bindungspartner Rac sein. In 
einer weiteren Ausführungsform kann ein Polypeptid, das einer L-Domäne ähnelt die Rekrutierung von Gag 
zum POSH-Komplex stören.

[0260] Im Hinblick auf die Beschreibung sind Verfahren zur Herstellung von Antikörpern, die auf Epitope von 
POSH und auf mit POSH interagierende Proteine gerichtet sind, im Fachgebiet bekannt. Antikörper können in 
Zellen in einer Vielzahl an Verfahren eingeführt werden. Ein beispielhaftes Verfahren umfasst die Erzeugung 
einer Nucleinsäure, die einen einzelkettigen Antikörper codiert, der im Stande ist einen POSH-Komplex zu stö-
ren. Eine solche Nucleinsäure kann mit einem Antikörper konjugiert werden, der an Rezeptoren auf der Ober-
fläche von Zielzellen bindet. Es wird überlegt, dass, in bestimmten Ausführungsformen, der Antikörper auf vi-
rale Proteine abzielen kann, die auf der Oberfläche von infizierten Zellen vorhanden sind und die Nucleinsäure 
auf diese Weise nur in die infizierten Zellen liefert. Einmal an die Zielzellenoberfläche gebunden wird der Anti-
körper durch Endocytose aufgenommen und die konjugierte Nucleinsäure wird transkribiert und translatiert, 
um einen einzelkettigen Antikörper zu produzieren, der mit dem Ziel-POSH-Komplex interagiert und ihn stört. 
Nucleinsäuren, die den gewünschten Einzelketten-Antikörper exprimieren können auch unter Verwendung ei-
ner Vielzahl von herkömmlicheren Techniken, wie zum Beispiel viraler Transfektion (z.B. unter Verwendung ei-
nes Adenovirussystems) oder Liposomen-vermittelter Transfektion, in die Zellen eingeführt werden.

[0261] Kleine Moleküle können für ihre Fähigkeit 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 Ausführungsform ist die vorliegende Erfindung auf retroide Viren an-
wendbar. In einer stärker bevorzugten Ausführungsform ist die vorliegende Erfindung ferner auf Retroviren 
(Retroviridae) anwendbar. In einer anderen stärker bevorzugten Ausführungsform ist die vorliegende Erfindung 
auf Lentiviren, einschließlich der Primaten-Lentivirusgruppe anwendbar.
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[0263] Während es nicht dazu gedacht ist einschränkend 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 infektiöse Pferde Anämievirus (EIAV), das C-Typ-Retrovirus, das 
Schweine infiziert, das Vogel Leukose Sarcoma Virus (ALSV), das Katzen Leukämievirus (FeLV), das Katzen 
Aids Virus, das Rinder-Leukämievirus (BLV), das Simian Leukämievirus (SLV), das Simian Immundefizienzvi-
rus (SIV), das menschliche T-Zell-Leukämievirus Typ-I (HTLV-1), das menschliche T-Zell-Leukämievirus Typ-II 
(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-
schließlich ssRNA negativ-Strangviren. In einer bevorzugten Ausführungsform ist die vorliegende Erfindung 
anwendbar auf Mononegavirales, einschließlich 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, einschließlich Norwalk-ähnliche Viren, die Rhabdoviren, einschließlich 
Tollwutvirus, die Togaviren, einschließlich Alphaviren, Semliki-Forestvirus, Denguevirus, Gelbfiebervirus, und 
Rubellavirus, die Orthomyxoviren, einschließlich Typ A, B und C Influenzaviren, die Bunyaviren, einschließlich 
dem Rift-Valley-Fiebervirus und das Hantavirus, die Filoviren wie zum Beispiel Ebolavirus und Marburgvirus 
und die Paramyxoviren, einschließlich Mumpsvirus und Masernvirus. Zusätzliche Viren, die behandelt werden 
können, umfassen Herpesviren.

11. Wirksame Dosierung

[0266] Toxizität und therapeutische Wirksamkeit von solchen Verbindungen kann durch pharmazeutische 
Standard-Verfahren in Zellkulturen oder Testtieren, z.B. zur Bestimmung der LD50 (der lethalen Dosis für 50% 
der Population) und der ED50 (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 LD50/ED50 ausgedrückt werden. Verbindungen, die große therapeutische Indizes aufweisen, werden be-
vorzugt. Obwohl Verbindungen, die toxische Nebenwirkungen zeigen verwendet werden können, sollte man 
mit dem Transfersystem, das solche Verbindungen an die Stelle des befallenen Gewebes abzielt vorsichtig 
sein, um den möglichen Schaden für nicht infizierte Zellen zu minimieren und dadurch Nebenwirkungen zu re-
duzieren.

[0267] Die von den Zellkulturtests und Tierstudien erhaltenen Daten können 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 ED50 mit wenig oder kei-
ner Toxizität umfassen. Die Dosierung kann innerhalb dieses Bereichs, abhängig von der angewandten Dosie-
rungsform und dem genützten Verabreichungsweg variieren. Für jede verwendete Verbindung, die in dem Ver-
fahren der Erfindung verwendet wird, kann die therapeutisch effektive Dosis anfänglich aus Zellkulturtest be-
urteilt werden. Eine Dosis kann in Tiermodellen formuliert werden, um einen zirkulierenden Plasmakonzentra-
tionsbereich zu erzielen, der die IC50 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 nützliche Dosierungen in Menschen genauer zu bestimmen. Mengen im Plasma 
können zum Beispiel durch Hochleistungs-Flüssigkeitschromatographie gemessen werden.

12. Rezeptur und Verwendung

[0268] Arzneistoffe zur Verwendung in Übereinstimmung mit der vorliegenden Erfindung können in herkömm-
licher Weise unter Verwendung von einem oder mehreren physiologisch verträglichen Trägern oder Hilfsstof-
fen formuliert werden.

[0269] Die Verbindungen und ihre physiologisch verträglichen Salze und Lösungsmittel können daher zur 
Verabreichung durch z.B. Injektion, Inhalation oder Insufflation (entweder durch den Mund oder die Nase) oder 
für 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 verträg-
lichen Hilfsstoff. In einer bevorzugten Ausführungsform wird die Zusammensetzung für topische Verabreichung 
für z.B. Herpesvirus-Infektionen verabreicht.
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[0271] Für eine solche Therapie kann die Verbindung der Erfindung für eine Vielzahl an Verabrei-
chungs-Chargen, einschließlich systemischer und topischer oder lokalisierter Verabreichung formuliert wer-
den. Techniken und Formulierungen können im Allgemeinen in Remmington's Pharmaceutical Sciences, Mea-
de Publishing Co., Esston, PA, gefunden werden. Für die systemische Verabreichung wird eine Injektion be-
vorzugt, einschließlich intramuskulär, intravenös, intraperitoneal und subkutan. Zur Injektion können die Ver-
bindungen der Erfindung in flüssigen Lösungen formuliert werden, vorzugsweise in physiologisch kompatiblen 
Puffern, wie zum Beispiel Hank-Lösung oder Ringer-Lösung. Außerdem können die Verbindungen in fester 
Form formuliert und wieder aufgelöst werden oder sofort vor der Verwendung suspendiert werden. Lyophilisier-
te Formen sind auch eingeschlossen.

[0272] Für die orale Verabreichung können die Arzneimittel zum Beispiel die Form von Tabletten oder Kapseln 
annehmen, die durch herkömmliche Mittel mit pharmazeutisch verträglichen Hilfsstoffen, wie zum Beispiel Bin-
demitteln (z.B. vorgelatinisierter Maisstärke, Polyvinylpyrrolidone oder Hydroxypropylmethylzellulose); Füllmit-
teln (z.B. Lactose, mikrokristalline Zellulose oder Calciumhydrogenphosphat); Gleitmitteln (z.B. Magnesium-
stearat, Talk oder Silica); Mitteln, die das Auflösen fördern (z.B. Kartoffelstärke oder Natrium-Stärke-Glycolat); 
oder Benetzungsmitteln (z.B. Natrium-Lauryl-Sulfat). Die Tabletten können durch Verfahren beschichtet wer-
den, die im Fachgebiet gut bekannt sind. Flüssige Präparate für die orale Verabreichung können zum Beispiel 
die Form von Lösungen, Sirupen oder Suspensionen annehmen, oder sie können als ein trockenes Produkt 
zur Zusammensetzung mit Wasser oder anderen geeigneten Vehikeln vor der Verwendung in Kontakt gebracht 
werden. Solche flüssigen Präparate können durch herkömmliche Mittel wie pharmazeutisch verträglichen Zu-
satzstoffen, wie zum Beispiel Suspendierungsmittel (z.B. Sorbitolsirup, Zellulosederivate oder hydrogenierte 
essbare Fette); emulgierende Mittel (z.B. Lecithin oder Acacia); nicht-wässrige Vehikel (z.B. Ationdöl, ölige Es-
ter, Ethylalkohol oder fraktionierte Pflanzenöle); und Konservierungsmittel (z.B. Methyl oder Propyl-p-Hydroxy-
benzoate oder Sorbinsäure) hergestellt werden. Die Präparate können, wo angebracht, auch Puffersalze, Ge-
schmacksstoffe, Farbstoffe oder Süßungsmittel enthalten.

[0273] Präparate für die orale Verabreichung können in geeigneter Weise formuliert werden, um die kontrol-
lierte Freisetzung der aktiven Verbindung zu ergeben. Für die buccale Verabreichung können die Zusammen-
setzungen die Form von Tabletten oder Pastillen annehmen, die in einer herkömmlichen Weise formuliert wer-
den. Zur Verabreichung durch Inhalation werden die Verbindungen zur Verwendung gemäß der vorliegenden 
Erfindung herkömmlich in einer Aerosol-Spray-Darreichungsform aus unter Druck stehenden Verpackungen 
oder einem Sprüher 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-Zerstäuber, können so formuliert sein, dass sie ein Pulvergemisch der Ver-
bindung und eine geeignete Pulverbasis, wie zum Beispiel Lactose oder Stärke enthalten.

[0274] Die Verbindungen können für parenterale Verabreichung durch Injektion formuliert werden, z.B. durch 
Bolus-Injektion oder kontinuierliche Infusion. Rezepturen zur Injektion können in einer Dosis-abhängigen 
Form, z.B. in Ampullen oder in Multi-Dosierungskontainern, mit einem hinzugefügten Konservierungsstoff prä-
sentiert werden. Die Zusammensetzungen können solche Formen wie Suspensionen, Lösungen oder Emulsi-
onen in öligen oder wässrigen Trägern annehmen und können 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 Träger, z.B. steriles Pyrogen-freies Wasser vor der Verwendung.

[0275] Die Verbindungen können auch in rektalen Zusammensetzungen, wie zum Beispiel Zäpfchen oder Re-
tentions-Klistiere formuliert werden, die z.B. herkömmliche Zäpfchengrundlagen wie Kakaobutter oder andere 
Glyceride enthalten.

[0276] Zusätzlich zu den vorher beschriebenen Rezepturen können die Verbindungen auch als ein Depotprä-
parat formuliert werden. Solche lang wirkenden Formulierungen können durch Implantation (zum Beispiel sub-
kutan oder intramuskulär) oder durch intramuskuläre Injektion verabreicht werden. Zum Beispiel können sol-
che Verbindungen mit geeigneten polymeren oder hydrophoben Materialien formuliert werden (zum Beispiel 
als eine Emulsion in einem verträglichen Öl) oder Eisen-Austauschharzen oder als schwer lösliche Derivate, 
zum Beispiel als ein schwer lösliches Salz.

[0277] Systemische Verabreichung kann auch über die Schleimhaut oder Haut erfolgen. Für Verabreichung 
über die Schleimhaut oder die Haut, werden Durchdringungsmittel in der Formulierung verwendet, die für die 
zu durchdringende Barriere geeignet sind. Solche Durchdringungsmittel sind im Fachgebiet allgemein bekannt 
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und umfassen, zum Beispiel für die Verabreichung über die Schleimhaut, Bilesalze und Derivate von Fusidin-
säure, zusätzlich können Detergentien verwendet werden, um die Durchdringung zu erleichtern. Verabrei-
chung über die Schleimhaut kann über Nasenspray oder unter Verwendung von Zäpfchen stattfinden. Für die 
topische Verabreichung werden die Oligomere der Erfindung in Salben, Balsame, Gele oder Cremen formu-
liert, wie sie im Fachgebiet allgemein bekannt sind. Eine Waschlösung kann lokal verwendet werden, um eine 
Verletzung oder Entzündung zu behandeln, um die Heilung zu beschleunigen.

[0278] Die Zusammensetzungen können, falls erwünscht in einer Verpackungs- oder Spendervorrichtung 
präsentiert 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] Für Therapien, welche die Verabreichung von Nucleinsäuren umfassen, können die Oligomere der Er-
findung für eine Vielzahl an Verabreichungsarten formuliert werden, einschließlich systemischer und topischer 
oder lokalisierter Verabreichung. Techniken und Formulierungen können allgemein in Remmington's Phar-
maceutical Sciences, Meade Publishing Co., Esston, PA., gefunden werden. Für die systemisch Verabrei-
chung wird Injektion bevorzugt, einschließlich intramuskulärer, intravenöser, intraperitonealer und subkutaner 
Injektion, die Oligomere der Erfindung können in flüssige Lösungen formuliert sein, vorzugsweise in physiolo-
gisch verträgliche Puffer, wie zum Beispiel Hank-Lösung oder Ringer-lösung. Zusätzlich können die Oligomere 
in fester Form formuliert werden und direkt vor der Verwendung nochmals aufgelöst oder suspendiert werden. 
Lyophilisierte Formen sind auch eingeschlossen.

[0280] Systemische Verabreichung kann auch über die Schleimhaut oder Haut erfolgen, oder die Verbindun-
gen können oral verabreicht werden. Für die Verabreichung über 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 für die Verabreichung über die 
Schleimhaut, Bilesalze und Derivate von Fusidinsäure. Außerdem können Detergentien verwendet werden, 
um die Durchdringung zu erleichtern. Verabreichung über die Schleimhaut kann durch Nasensprays oder unter 
Verwendung von Zäpfchen stattfinden. Für die orale Verabreichung werden die Oligomere in herkömmliche 
orale Verabreichungsformen wie zum Beispiel Kapseln, Tabletten oder Stärkungsmittel formuliert. Zur topi-
schen Verabreichung werden die Oligomere der Erfindung in Salben, Balsame, Gele oder Cremes formuliert, 
wie sie im Fachgebiet allgemein bekannt sind.

ERLÄUTERUNGEN

[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 Ausführungs-
formen der vorliegenden Erfindung einbezogen werden und nicht dazu gedacht sind die Erfindung einzu-
schränken.

BEISPIELE

1. Rolle von POSH in Virus-ähnlicher 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] HeLa 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 anschließend, um das virale Gag-Protein 
zu exprimieren. Die zweite Transfektion wird mit pNLenv (Plasmid, das HIV codiert) und mit geringen Mengen 
an RNAi durchgeführt, um den Knockdown des Zielproteins während 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, Lösungen

a. Verfahren

i. Transfektionen gemäß 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 II 
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

PlenvI 1PTAP selbst 148

PlenvI 1ATAP selbst 149

Anti-p24 polclonaler An-
tikörper

Seramun A-0236/5-10-01

Anti-Kaninchen Cy5 
konjugierter Antikörper

Jackson 144-175-115 48715

10% Acrylamid Tris-Gly-
cin SDS-PAGE-Gel

Life Technologies NP0321 1081371

Nitrozellulose-Membran Schleicher & Schuell 401353 BA-83

NuPAGE 20 × Tranfer-
puffer

Life Technologies NP0006-1 224365

0,45 μm Filter Schleicher & Schuell 10462100 CS1018-1
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4. Verfahren

[0285]

 

b. Tag 1

[0286] Plattieren von HeLa SS-6-Zellen in Platten mit 6 Vertiefungen bei Konzentrationen von 5 × 105 Zel-
len/Vertiefung.

c. Tag 2

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

c. Lösungen

Lysepuffer Verbindung Konzentration

Tris-HCl pH 7.6 50mM

MgCl2 5mM

NaCl 150mM

Glyzerin 10%

EDTA 1mM

EGTA 1mM

ASB-14 (sofort vor Verwendung 
hinzufügen)

1%

6 × Probenpuffer Tris-HCl, pH = 6.8 1M

Glyzerin 30%

SDS 10% 

DTT 9.3%

Bromphenolblau 0.012%

TBS-T Tris pH = 7.6 20mM

NaCl 137mM

Tween-20 0.1%

a. Plan

Tag

1 2 3 4 5

Plattieren der Zel-
len

Transfektion I (nur 
RNAi)

Passagieren der 
Zellen (1:3)

Transfektion II 
(RNAi und pN-
lenv) (12 Uhr)

RNA für PCR extrahie-
ren (nach Transfektion)

RNA für RT-PCR 
extrahieren (vor 
Transfektion)

 VLPs und Zellen ern-
ten
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Transfektionen:

[0288] Herstellen des LF2000-Mix : 250 μl OptiMEM + 5 μl LF2000 für jede Reaktion.

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

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

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

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

[0293] Inkubieren über Nacht.

d. Tag 3

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

e. Tag 4

[0295] 2 Stunden vor der Transfektion wird das Medium mit DMEM-Wachstumsmedium ohne Antibiotika er-
setzt. 

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

[0297] Mischen durch 5-maliges Umdrehen. Inkubieren für 5 Minuten bei Raumtemperatur.

Transfektion I:

RNAi  A  B

[20μM] OPtiMEM LF2000-Mi
x

Reaktion  RNAi-Na-
me

 TAGDA#  Reaktion RNAi [nM]  μl  (μl)  (μl)

1  Lamin A/C  13  2  50  12.5 500  500

2  Lamin A/C  13  1  50  6.25  250  250

3  TSG101 
688

 65  2  20  5  500  500

5  Posh 524  81  2  50  12.5  500  500

Transfektion II:

A B C D

Reaktion RNAi-Na-
me 

TAGDA# Plas-
mid-Reak-
tio-
nen(μg/μl

Plasmid 
für 2.4 
Plasmid 
μg (μl)

RNAi 
[20μM] für 
10nM (μl)

OPtiMEM 
(μl)

LF2000-Mi
x (μl)

1 Lamin A/C 13 PTAP 3 3.4 3.75 750 750

2 Lamin A/C 13 PTAP 3 2.5 3.75 750 750

3 TSG101 
688 

65 PTAP 3 3.4 3.75 750 750

5 Posh 524 81 PTAP 3 3.4 3.75 750 750
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[0298] Erzeugung von RNA+DNA, die in OptiMEM (Transfektion II, A+B+C) verdünnt ist. Tropfenweises Hin-
zufügen des LF2000-Mix (Transfektion II, D) zu verdünnter RNA+DNA, vorsichtiges Mischen durch Vortexen 
und Inkubieren für 1 Stunde, während es mit Aluminiumfolie vor Licht geschützt wird.

[0299] Hinzufügen von LF2000 und DNA+RNA zu den Zellen, 500 μl/Vertiefung, Mischen durch vorsichtiges 
Schaukeln und Inkubieren über Nacht.

f. Tag 5

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

g. Zellextrakte

i. Pelletieren der schwebenden Zellen durch Zentrifugation (5 Minuten, 3000UpM bei 40°C), der Überstand 
wird aufbewahrt (Fortsetzen mit Überstand 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 hinzugefügt und für 5 Minuten, 18000pM bei 40°C zentrifugiert.
ii. Zweimaliges Waschen des Zellpellets mit eiskaltem PBS.
iii. Resuspendieren des Zellpellets in 100 μl Lysepuffer und Inkubation für 20 Minuten auf Eis.
iv. Zentrifugieren bei 14.000 UpM für 15 Minuten. Überführen des Überstands in ein sauberes Röhrchen. 
Das ist das Zellextrakt.
v. Herstellen von 10 μl Zellextraktproben für SOS-PAGE durch Hinzufügen von SDS-PAGE-Probenpuffer 
auf 1 × und Kochen für 10 Minuten. Entfernen eines Aliquots der verbleibenden Probe für die Proteinbe-
stimmung, um das gesamte anfängliche Ausgangsmaterial zu bestätigen. Aufbewahren des verbleibenden 
Zellextraktes bei –80°C.

h. Reinigung von VPLs aus dem Zellmedium

i. Filtrieren des Überstandes von Schritt g durch einen 0,45 μm Filter.
ii. Zentrifugation des Überstandes bei 14.000 UpM bei 40°C für mindestens 2 Stunden.
iii. Vorsichtiges Absaugen des Überstands.
iv. Resuspendieren des VLP-Pellets in heißem (für mindestens 10 Minuten auf 100°C gewärmt) 1 × Pro-
benpuffer.
v. Kochen der Proben für 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 für 1,5 Stunden).
ii. Übertragen der Proben auf eine Nitrozellulosemembran (65V für 1,5 Stunden).
iii. Färben der Membran mit Ponceau S-Lösung.
iv. Blockieren mit 10% Magermilch in TBS-T für 1 Stunde.
v. Inkubieren mit anti-p24-Kaninchen 1:500 in TBS-T über Nacht.
vi. 3-mal Waschen mit TBS-T für 7 Minuten bei jeder Waschung.
vii. Inkubation mit dem sekundären anti-Kaninchen Antikörper cy5 1:500 für 30 Minuten.
viii. 5-mal Waschen für 10 Minuten in TBS-T.
ix. Betrachten im Typhoon-Gel Imaging System (Molecular Dynamics/APBiotech) für 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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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 × 106 Zellen/Vertiefung in 15 
cm Platten ausplattiert.

RT-PCR Primer

Name Position Sequenz 

Senseprimer POSH-271 271 5' CTTGCCTTGCCAG-
CATAC 3' (SEQ ID 
NO:12) 

Anti-Sense-Primer POSH-926c 926C 5' CTGCCAGCATT-
CCTTCAG 3' (SEQ ID 
NO:13)

siRNA-Dupex:
siRNA-Nummer:  153
siRNA-Name:  POSH-230
Position in mRNA  426–446
Zielsequenz:  5' AACAGAGGCCTTGG-

AAACCTG 3'
 SEQ ID NO: 14

siRNA Sensestrang:  5' dTdTCAGAGGCCUUGG-
AAACCUG 3'

 SEQ ID NO: 15

siRNA Antisensestrang:  5'dTdTCAGGUUUCCAAGGC-
CUCUG 3'

 SEQ ID NO: 16

siRNA-Nummer:  155
siRNA-Name:  POSH-442
Position in mRNA  638–658
Zielsequenz:  5' AAAGAGCCTGGA-

GACCTTAAA 3'
 SEQ ID NO: 17

siRNA Sensestrang:  5' ddTdTAGAGCCUGGAGAC-
CUUAAA 3'

 SEQ ID NO: 18

siRNA Antisensestrang:  5' ddTdTUUUAAGGUCUC-
CAGGCUCU 3'

 SEQ ID NO: 19

siRNA-Nummer: 157
siRNA-Name: POSH-U111
Position in in RNA: 2973–2993
Zielsequenz: 5' AAGGATTGGTATGT-

GACTCTG 3'
SEQ ID NO: 20

siRNA Sensestrang: 5' dTdTGGAUUGGUAUGUGA-
CUCUG 3'

SEQ ID NO: 21

siRNA Antisensestrang: 5' dTdTCAGAGUCACAUACCA-
AUCC 3'

SEQ ID NO: 22

siRNA-Nummer: 159
siRNA-Name: POSH-U410
Position in mRNA 3272–3292
Zielsequenz: 5' AAGCTGGAT-

TATCTCCTGTTG 3'
SEQ ID NO: 23

siRNA Sensestrang: 5' ddTdTGCUGGAUUAUCUC-
CUGUUG 3'

SEQ ID NO: 24

siRNA Antisensestrang: 5' ddTdTCAACAGGAGAUAAUC-
CAAGC 3'

SEQ ID NO: 25
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2. Zwei Stunden vor der Transfektion wird das Zellmedium mit 20 ml komplettem DMEM ohne Antibiotika 
ersetzt.
3. DNA-Verdünnung: für jede Transfektion werden 62.5 μl RNAi in 2.5 ml OptiMEM gemäß der nachstehen-
den Tabelle verdünnt. RNAi-Stammlösung ist 20 μM (empfohlene Konzentration: 50 nM, Verdünnung in Ge-
samtmedium-Menge 1:400).
4. LF 2000 Verdünnung für jede Transfektion werden 50 μl Lipofektamin 2000 Reagenz in 2,5 ml OptiMEM 
verdünnt.
5. Inkubation der verdünnten RNAi und LF 2000 für 5 Minuten bei RT.
6. Mischen der verdünnten RNAi mit verdünnter LF2000 und Inkubation für 20–25 Minuten bei RT.
7. Hinzufügen des Gemisch zu den Zellen (tropfenweise) und Inkubation für 24 Stunden bei 37°C in einem 
CO2-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 gemäß SP 30-012-01 durchgeführt.
10. 6 Stunden nach der HIV-Transfektion wird das Medium mit komplettem MEM-Medium ausgetauscht.

*Es ist wichtig die RT-PCR für POSH durchzuführen, um den vollständigen 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 μl (für 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 durchgeführt) Ablagenummer A16 – Proben für RT.

[0303]

c) B. Markierung

1. Entnahme des Hungermediums, Auftauen und auf 37°C stellen.
2. Zellen in Wachstumsmedium kratzen und vorsichtig in 15 ml konische Röhrchen überführen.
3. Zentrifugieren bei 1800 UpM für 5 Minuten bei Raumtemperatur, um die Zellen zu pelletieren.
4. Absaugen des Überstandes und Stehenlassen des Röhrchens für 10 Sekunden. Entfernen des Restes 
des Überstands mit einer 200 μl Pipetman.

Behandlung Chase-Zeit  
(Stunden)

Fraktion Markierung

a) Kontrolle = WT 1 Zellen  
VLP

A1  
A1 V

2 Zellen  
VLP

A2  
A2 V

3 Zellen  
VLP

A3  
A3 V

4 Zellen  
VLP

A4  
A4 V

5 Zellen  
VLP

A5  
A5 V

b) POSH + WT 1 Zellen  
VLP

B1  
B1 V

2 Zellen  
VLP

B2  
B2 V

3 Zellen  
VLP

B3  
B3 V

4 Zellen  
VLP

B4  
B4 V

5 Zellen  
VLP

B5  
B5 V
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5. Vorsichtiges Hinzufügen von 10 ml warmen Hungermedium und vorsichtiges Resuspendieren mit einer 
10 ml Pipette, hinauf und hinunter, nur umdrehen könnte das Zellpellet nicht auflösen).
6. Transfer der Zellen in 10 ml Röhrchen und Platzieren in den Inkubator für 60 Minuten. Eppendorf-Ther-
momixer wird auf 37°C gestellt.
7. Zentrifugieren bei 1800 UpM für 5 Minuten bei Raumtemperatur, um die Zellen zu pelletieren.
8. Absaugen des Überstands und Stehenlassen für 10 Sekunden. Entfernen des restlichen Überstands mit 
einem 200 μl Pipetman.
9. Ausschneiden einer 200 μl Spitze vom Ende und vorsichtiges Resuspendieren der Zellen (–1,5 × 107 Zel-
len in 150 μl RPMI ohne Met, aber man muss versuchen nicht über 250 μl zu kommen, wenn man mehr 
Zellen hat) in 150 μl Hungermedium. Überführen der Zellen in ein Eppendorfröhrchen und Platzieren in den 
Thermomixer. Warten für 10 Sekunden und Überführen des Rests der Zellen aus dem 10 ml Röhrchen in 
das Eppendorfröhrchen, falls nötig hinzufügen von weiteren 50 μl, um den Rest der Zellen auszuspülen (alle 
Proben sollten das gleiche Volumen der Markierungsreaktion aufweisen!).
10. Pulse: Hinzufügen von 50 μl an 35S-Methionin (spezifische Aktivität 14,2 μCi/μl), Röhrchen fest ver-
schließen und in den Thermomixer geben. Mix-Geschwindigkeit auf die Niedrigste setzen (700 UpM) und 
Inkubieren für 25 Minuten.
11. Beenden des Pulse durch Hinzufügen von 1 ml eiskaltem Chase/Stoppmedium. Röhrchen sehr vorsich-
tig dreimal schütteln und die Zellen bei 6000 UpM für 6 Sekunden pelletieren.
12. Entfernen des Überstandes mit einer 1 ml Spitze. Vorsichtiges Hinzufügen von 1 ml eiskaltem 
Chase/Stoppmedium zu den pelletierten Zellen und vorsichtiges Umdrehen, um sie zu resuspendieren.
13. Chase: Überführen aller Röhrchen in den Thermomixer und Inkubieren für die benötigte Chase-Zeit 
(830:1,2,3,4 und 5 Stunden; 828: 3 nur 3 Stunden). Am Ende der gesamten Chase-Zeit Platzieren der Röhr-
chen auf Eis, Hinzufügen von 1 ml eiskaltem Chase/Stopp und Pelletieren der Zellen für 1 Minute bei 14.000 
UpM. Entfernen des Überstands und Überführen des Überstands in ein zweites Eppendorf-Röhrchen. Ein-
frieren des Zellpellets bei –80°C, bis alle Röhrchen fertig sind.
14. Zentrifugieren der Überstände für 2 Stunden bei 14.000 UpM, 4°C. Sehr vorsichtige Entnehmen des 
Überstands, 20 μl im Röhrchen belassen (markiert als V) und bei –80°C bis zu Ende des Zeitverlauf einfrie-
ren.

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

15. Wenn der Zeitverlauf vorüber ist werden alle Röhrchen von –80°C entfernt. Lysieren des VLP-Pellets 
(von Schritt 14) und des Zellpellets (Schritt 13) durch Hinzufügen von 500 μl Lysepuffer (siehe Lösungen), 
gut durch dreimaliges hinauf und hinunter pipettieren resuspendieren. Inkubieren auf Eis für 15 Minuten und 
Zentrifugieren in einer Eppendorf-Zentrifuge für 15 Minuten bei 4°C, 14.000 UpM. Entfernen des Über-
stands in ein frisches Röhrchen. Pellet verwerfen.
16. Durchführen einer Immunpräzipitation mit anti-p14-Schaf für alle Proben.

Abschnitt 1.02 C. Immunpräzipitation

1. Vorklärung: Hinzufügen von 15 μl ImmunoPure PlusG (Pierce) zu allen Proben. Rotieren für 1 Stunde in 
einem Zyklusgerät bei 4°C, Abzentrifugieren für 5 Minuten bei 4°C und Überführen in ein neues Röhrchen 
zur IP.
2. Hinzufügen von 20μl an p24-Protein G zu allen Proben, das mit Perlen konjugiert ist und Inkubieren für 
4 Stunden in einem Zyklusgerät bei 4°C.
3. Nach den Immunpräzipitationen Überführen aller Immunpräzipitationen in ein frisches Röhrchen.
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 Lösung ent-
fernen, sondern 50 μl Lösung auf den Perlen belassen. Nach dem letzten Abzentrifugieren den Überstand 
vorsichtig mit einer Ladungsspitze entfernen und ~ 10 μl Lösung belassen.
5. Hinzufügen von 20 μl 2 × SDS-Probenpuffer zu jedem Röhrchen. Aufheizen auf 70°C für 10 Minuten.
6. Proben werden auf 10% SDS-PAGE aufgetrennt.
7. Gel wird in 25% Ethanol und 10% Essigsäure für 15 Minuten fixiert.
8. Abgießen der Fixierungslösung und durchtränken der Gele mit Amplify-Lösung (NAMP 100 Amersham) 
für 15 Minuten.
9. Trocknen der Gele auf einer Wärmeplatte (60–80°C) unter Vakuum.
10. Exponieren der Gele auf einem Screen für 2 Stunden und scannen.
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4. Effekt von siRNA gegen menschliches POSH auf die Produktion von infektiösem Virus aus HeLa-Zellen

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

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

Tag 3 (ein Tag nach den ersten siRNA-Transfektionen):

– HeLa-Zellen wurden geerntet, nochmals 1:3 in frischem DMEM gesplittet und in T75 Flaschen geimpft.

Tag 4:

– Medium wurde entfernt, frisches DMEM-Medium wurde hinzugefügt und die Zellen wurden nochmals, in 
Kombination mit einer der folgenden HIV-1-Expressionsplasmide, mit siRNA transfiziert: 
– Env– (HIV-1NL4-3 (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 für vesikuläres-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-1NL4-3 Wildtyp) für mehrfache Infektionsrunden.

[0306] Beachte: Beide Konstrukte Env– und Env+ enthielten EGFP und wurden in den offenen nef-Leserah-
men von HIV-1NL4-3 cloniert. Auf diese Weise können 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 für einfa-
ches GFP).

Tag 5:

– Die Transfektionseffizienz wurde durch Zählen der fluoreszierenden Zellen in der GFP-N1 transfizierten 
Kultur unter Verwendung von FACS-Analyse geschätzt.

Tag 5,5:

– 36 Stunden nach der zweiten Transfektion wurde Virus geerntet. Virus Stocklösungen wurden wie folgt 
erzeugt: HeLa-Zellen wurden abgekratzt und Virus-enthaltende Überstände wurden durch Zentrifugation 
geklärt (1.000 × g, 5 Minuten) und durch einen Filter mit 0,45 μm Porengröße filtriert, um verbleibende Zel-
len und Zelltrümmer zu entfernen. Stocklösungen wurden aliquotiert und bei –80°C eingefroren. Für bioche-
mische Analysen wurden Virionen von Aliquots der Überstände pelletiert (99 Minuten, 14.000 UpM, 4°C) 
und lysiert (gemäß Ott et al., 2002). Proben von Zellen und Virusfraktionen wurden durch Western-Blot un-
ter Verwendung von anti-CA-Antikörpern analysiert.
– Für einen Infektiositätstest wurden serielle Verdünnungen von Virusstocklösungen 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 geschätzt. 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 Zellkulturüberstand aus Zellen inkubiert, die mit GFP-N1 infiziert wa-

Tage

1 2 3 4 5,5

HeLa-Zellen aus-
plattieren

RNAi transfizieren hoch splitten (1:3) siRNA+HIV-1NL4–3 
transfizieren 

Virus ernten und 
Infektiositätstest 
starten, Proben für 
Western-Blot ent-
nehmen
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ren. Keine fluoreszierenden Zellen wurden nachgewiesen, was die Abwesenheit von unspezifischer Fär-
bung auf Zellen mit GFP von den Virus-Erzeugerzellen beweist.

[0308] Bemerkung: Während 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-Infektiosität resultiert.

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

[0310] Am ersten Tag des Experiments wurden HeLa SS6-zellen in eine Platte mit 6 Vertiefungen mit 5 × 105

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 unterstützenden Dosis (10 
nM/Vertiefung) der gleichen RNAis und DNA (1 μg/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 später wird der Überstand 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 αp24 inkubiert.

[0311] Ergebnisse, die in Fig. 20 gezeigt werden, demonstrieren, dass der hemmende Effekt der viralen Frei-
setzung des Kockingdown des menschlichen POSH unabhängig vom spezifischen HIV L-Domänenmotiv 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/Aktivität möglicherweise gegen die Hemmung der Infektiosität von irgendeinem Virus wirksam sein kann, 
das PTAP oder PPEY-Motive enthält. HIV (enthält PTAP) und Ebolavirus (enthält 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-Domänendeletion), dSH34 (4. SH3-Domänendeletion), dSH31 (1. SH3-Domänendeletion) 
und dSH33 (3. SH3-Domänendeletion). 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 immunpräzipitiert 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 intrazellulär bei unterschied-
lichen Zeitpunkten nachgewiesen wurde. Die in Fig. 21 gezeigten Ergebnisse zweigen, dass RING-Deletion in 
hPOSH, verglichen mit ATAP-Mutantenkontrolle, zu einer vollständigen Hemmung der Sprossung führt. Die 
SH34-Domänendeletion 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 für 30 Minuten wurden die Reaktionen durch Hinzufügen von 
SDS-PAGE-Probenpuffer beendet. Die Proben wurden anschließend in einem 10% Polyacrylamidgel aufge-
löst. Die aufgetrennten Proben wurden dann auf Nitrozellulose übertragen und einer Immunblotanalyse mit ei-
nem anti-Ubiquitin-polyclonalen Antikörper 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 II. Ziel

1. Test-ur-Nachweise mit einer Ur-Kette als Funktion von E3 (HRD1) und POSH selbst-Ubiquitinierung.
2. Test Boston Biochem Reagenzien.

Artikel III. 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 lösliche Ring-enthaltende Region
5. Buffer × 12 (Tris 7,6 40 mM, DTT 1 mM, MgCl2 5 mM, ATP 2μm)
6. Verdünnungspuffer (Tris 7,6 40 mM, DTT 1 mM, Ovalbumin 1 μg/μl)

[0315]

 

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

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

8. Co-Immunpräzipitation 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 hPOSHdeIRING-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 
KCl, 0,1 mM EDTA, 2mM MgCl2, 1 mM DTT und Proteasehemmer). Die Zellen wurden durch 10 Schläge mit 
dem Dounce-Homogenisator lysiert und bei 3000 × g für 10 Minuten zentrifugiert, um Überstand (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 KCl, 5% Glyzerin), um periphere Proteine zu entfernen. Kerne wurden herunter zentri-
fugiert und der Überstand 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 MgCl2, 1 mM DTT) durch Rotieren für 30 
Minuten im kalten eluiert. Unlösliche Proteine wurden bei 14.000 × g herunter zentrifugiert und in Fraktion 

Protokoll

0.1μg/lμl 0.5μg/lμl 5μg/lμl 0.4μg/lμl 2.5μg/lμl 0.8μg/lμl

E1 E2 Ub 176 178 Hrd1 B×12

-E1 (E2+176) ------- 0.5 0.5 1 ------ ------ 10

-E2 (E1+176) 1 ------ 0.5 1 ------ ------ 9.5

 -ub (E1+E2+176) 1 0.5 ------- 1 ------ ------ 9.5

Sektion 3.01 
E1+E2+176+Ub

1 0.5 0.5 1 ------ 9

-E1 (E2+178) ------ 0.5 0.5 ------ 1 ------- 10

 -E2 (E1+178) 1 ----- 0.5 ------ 1 ------- 9.5

-ub (E1+E2+178) 1 0.5 ----- ------ 1 ------- 9.5

Artikel IV. 
E1+E2+178+Ub 

1 0.5 0.5 ------ 1 ------1 9

Hrd1,E1+E2+Ub  1 0.5 0.5 ------ ----- 1 8.5
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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 
MgCl2, 2 mM DTT) aufgelöst. Die Hälfte des Gesamtextraktes wurde gegen Protein A-Sepharose für 1,5 Stun-
den vorgeklärt und für eine IP mit 1 μg anti-myc (9E10, Roche 1-667-149) und Protein A-Sepharose für 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 hPOSHdeIRING-V5 wurden als ein Komplex mit Myc-Rac1 V12/N17 präzipi-
tiert.

9. Knockdown von hPOSH schließt HIV-Viruspartikel in intrazellulären Vesikeln ein.

[0318] HIV-Virusfreisetzung wurde durch Elektronenmikroskopie nach siRNA und Volllängen-HIV-Plas-
mid-Transfektion (welchem, die für die Hülle 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 Phänotyp auf (oberes Feld). Knockdown von hPOSH-Mengen resultierte in der Akkumulation von 
Viren innerhalb der Zelle in intrazellulären Vesikeln (mittleres Feld). Die in Fig. 24 gezeigten Ergebnisse deuten 
darauf hin, dass die Hemmung von hPOSH HIV-Viruspartikel in intrazellulären Partikeln einschließt. Nachdem 
die Anreicherung von HIV-Partikeln in der Zelle den Zelltod beschleunigt, zerstört die Hemmung von hPOSH 
daher ein HIV-Reservoir, indem es die mit HIV infizierten Zellen tötet.

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 verstärkt (D)

[0319] HeLa- und 293T-Zellen werden mit pNenv-1 transfiziert. 24 Stunden nach der Transfektion wurden die 
Zellen mit primären Antikörpern 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 sekundäre Antikörper wurden verwendet. Spezifische Signale wurden durch Laser-Scan-
ning konfokale Mikroskopie erhalten und einzelne Signale wurden übereinander gelegt, um ihre relativen Po-
sitionen zu bewerten. Wie in Fig. 7 gezeigt, liegt POSH (A) im Nucleus und co-lokalisiert teilweise, nach der 
Transfektion außerhalb des Nucleus, wahrscheinlich in die Kernmatix (B), mit dem HIV-1 Gag.
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SEQUENZPROTOKOLL
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Patentansprüche

1.  Isolierte Nucleinsäure, umfassend die Nucleinsäuresequenz bestehend aus SEQ ID NO: 1 oder SEQ ID 
NO: 3.

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

3.  Expressionsvektor, umfassend eine Nucleinsäure 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 
Züchten der Zelle nach Anspruch 4 in einem Zellkulturmedium, das für die Expression des POSH-Polypeptids 
geeignet ist.

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

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

10.  Nucleinsäure nach Anspruch 9, wobei das heterologe Polypeptid (i) eine nachweisbare Markierung 
oder (ii) eine Matrix-bindende Domäne ist.
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11.  siRNA, die zwischen 15 und 30 aufeinanderfolgende Nucleotide einer Nucleinsäuresequenz 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 fähig ist, die Produktion von Virus-ähnlichen Partikeln in der Zelle zu hem-
men, wobei die siRNA eine Sequenz umfasst, die ausgewählt 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 zusätzliche Kompo-
nente aus der Gruppe bestehend aus einem Liposom und einem pharmazeutisch wirksamen Exzipienten.

14.  Zusammensetzung nach Anspruch 13, formuliert für topische Anwendung.

15.  Isoliertes Polypeptid, bestehend aus einer Aminosäuresequenz, 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 Aminosäuren enthält, und eines Test-Wirkstoffs; und Identifizierung eines Test-Wirkstoffs, der mit dem 
POSH-Polypeptid oder einem Fragment davon interagiert, wobei der Test-Wirkstoff fähig ist, die durch POSH 
verursachte Produktion von Virus-ähnlichen 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 Ansprüche 18 bis 20, wobei das POSH-Polypeptidfragment eine Domäne 
umfasst, die ausgewählt ist aus der Gruppe bestehend aus: einer SH3-Domäne und einer RING-Domäne.

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

23.  Verfahren nach einem der Ansprüche 18 bis 22, wobei der Test-Wirkstoff ein Polypeptid, ein Antikörper, 
ein kleines Molekül oder ein Peptidomimetikum ist.

24.  Verfahren nach einem der Ansprüche 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 Ansprüche 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 Aminosäuremotiv umfasst, das ausge-
wählt ist aus der Gruppe-bestehend aus PXXP, PPXY, RXXPXXP, RPDPTAP, RPLPVAP, RPEPTAP und 
RPEPTAPPEE.

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

29.  Verfahren nach Anspruch 28, wobei der Test-Wirkstoff eine Ribonucleinsäure, 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-Nucleinsäu-
re den Spiegel des POSH-Transkripts verringert.

31.  Verfahren nach einem der Ansprüche 18 bis 30, wobei der antivirale Wirkstoff wirksam gegen ein Virus 
ist, das ausgewählt 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; c) das RNA-Virus ein Filovirus ist; oder d) das RNA-Virus ein Ebola-Filovirus ist.

33.  Arzneimittel für die Verwendung in der Medizin, umfassend eine siRNA, die zwischen 15 und 30 aufei-
nanderfolgende Nucleotide einer Nucleinsäuresequenz 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 fähig ist, 
die Produktion von virus-ähnlichen Partikeln in der Zelle zu hemmen.

34.  Arzneimittel nach Anspruch 33, wobei die siRNA ausgewählt 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-Phänotyp abschwächt, 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-ähnlichen Partikeln in einer 
Probe von dem behandelten Tier mit der Produktion von Virus-ähnlichen 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-ähnlichen Partikeln in dem behandelten Tier relativ zu der 
Produktion von Virus-ähnlichen Partikeln bei Fehlen von Behandlung oder Behandlung mit einem Kon-
troll-Wirkstoff das antivirale Potential der Testverbindung anzeigt.

36.  Verfahren zur Bewertung einer antiviralen Aktivität 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-Phänotyp abschwächt, 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-ähnlichen Partikeln in einer Probe von dem trans-
genen Tier oder in der Zellprobe, wobei eine statistisch signifikante Abnahme in der Produktion von Virus-ähn-
lichen Partikeln relativ zu der Produktion von Virus-ähnlichen 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 Aktivität eines POSH-Polypeptids 
der SEQ ID NO: 2 oder eines Fragments davon hemmt, für die Herstellung einer therapeutischen Zusammen-
setzung zur Hemmung viraler Reifung.

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

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

41.  Verwendung nach einem der Ansprüche 38 bis 40, wobei das RNAi-Konstrukt ausgewählt 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; c) das RNA-Virus ein Filovirus ist; oder d) das RNA-Virus ein Ebola-Filovirus ist.

44.  Verfahren zum Testen einer Ubiquitin-bezogenen Aktivität eines POSH-Polypeptids oder eines Frag-
ments davon, wobei beide, das Polypeptid und die Fragmente, codiert sind von Nucleinsäuren, die an die 
menschliche POSH-DNA der SEQ ID NO: 1 hybridisieren, und Ubiquitin-Ligase-Aktivität bewahren, umfas-
send: Erzeugung eines Gemischs, das mit der Ubiquitin-bezogenen Aktivität 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 ausgewählt ist aus der Gruppe bestehend 
aus SEQ ID 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 ausgewählt ist aus der Gruppe bestehend 
aus Radioisotopen, fluoreszierenden Verbindungen, Enzymen und Enzym-Cofaktoren.

49.  Assay für die Identifizierung eines Inhibitors einer Ubiquitin-bezogenen Aktivität 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 
fördern; (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 prüfen-
den Wirkstoffs einen Inhibitor der Ubiquitinierung des regulatorischen Proteins anzeigt.

50.  Assay nach Anspruch 49, wobei das Ubiquitin zur Verfügung gestellt wird in einer Form, die ausgewählt 
ist aus der Gruppe bestehend aus: einem nicht konjugierten Ubiquitin, in welchem Fall das Ubiquitin-verbin-
dende System zusätzlich 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 verträglichen 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 Aktivität 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 ausgewählt 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-Aktivität hemmt, bestehend aus einer der SEQ ID NOs: 
15, 16, 18, 19, 21, 22, 24, 25 und 30, für 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-Aktivität 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 Nucleinsäu-
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 fähig ist, die Produktion von Virus-ähnlichen Partikeln in 
der Zelle zu hemmen, in der Herstellung eines Medikaments für die Hemmung von POSH-Aktivität während 
viraler Reifung.

62.  Verwendung nach Anspruch 61, wobei die siRNA ausgewählt 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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Anhängende Zeichnungen
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