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Beschreibung
Technisches Gebiet

[0001] Diese Erfindung betrifft die Verwendung von molekularen und Evolutionstechniken zum ldentifizieren
von Polynukleotid- und Polypeptidsequenzen, die kommerziell oder asthetisch relevanten Eigenschaften bei
domestizierten Pflanzen und Tieren entsprechen.

Technischer Hintergrund

[0002] Seit Tausenden von Jahren haben Menschen Pflanzen und Tiere geziichtet, wobei auf bestimmte
kommerziell wertvolle und/oder asthetische Eigenschaften selektiert wurde. Domestizierte Pflanzen unter-
scheiden sich von ihren wilden Vorfahren in solchen Eigenschaften wie Ertrag, Kurztagblihen (short day length
flowering), Protein- und/oder Olgehalt, Leichtigkeit der Ernte, Geschmack, Krankheitsresistenz und Diirrere-
sistenz. Domestizierte Tiere unterscheiden sich von ihren wilden Vorfahren in solchen Eigenschaften wie Fett-
oder Proteingehalt, Milchproduktion, Fliigsamkeit, Fruchtbarkeit oder Zeit bis zur Reife. Momentan sind weder
die meisten Gene, die den obigen Unterschieden zu Grunde liegen, noch, was ebenso wichtig ist, die spezifi-
schen Veranderungen bekannt, die sich in diesen Genen entwickelt haben, um diese Fahigkeiten zu liefern.
Wenn man die Grundlage dieser Unterschiede zwischen domestizierten Pflanzen und Tieren und ihren wilden
Vorfahren versteht, liefert dies nitzliche Informationen zum Aufrechterhalten und Verbessern dieser Eigen-
schaften. Im Falle der Feldfruchtpflanzen ermdglicht die Identifizierung der spezifischen Gene, die bestimmte
Eigenschaften kontrollieren, direkte und rasche Verbesserung in einer zuvor unmaéglichen Weise.

[0003] Obwohl der Vergleich homologer Gene oder Proteine zwischen domestizierten Spezies und ihren wil-
den Vorfahren brauchbare Informationen in Bezug auf konservierte molekulare Sequenzen und funktionale
Merkmale liefert, ist dieser Ansatz bei der Identifizierung von Genen, deren Sequenzen sich wahrend der von
Menschen auferlegten Selektionsdriicke geandert haben, von begrenztem Nutzen. Mit dem Aufkommen hoch-
entwickelter Algorithmen und Analyseverfahren kdnnen DNA-Sequenzveranderungen viel mehr Informationen
entlockt werden, welche Gene positiv selektiert worden sind. Das Méchtigste dieser Verfahren, "K,/Ks", bein-
haltet paarweise Vergleiche zwischen Alignment unterzogenen Protein-kodierenden Nukleotidsequenzen mit
den Verhaltnissen von:

nicht-synonymen Nukleotidsubstitutionen pro nicht-synonymer Stelle ( Ka)
synonymen Substitutionen pro synonymer Stelle (Ks)

(wobei nicht-synonym Substitutionen bedeutet, die die kodierte Aminosaure andern, und synonym Substituti-
onen bedeutet, die die kodierte Aminosaure nicht dndern). "Verfahren vom K,/Ks-Typ " schlieRen diese und
ahnliche Verfahren ein.

[0004] Diese Verfahren sind bereits verwendet werden, um das Vorkommen von Darwin'scher (d. h. natirli-
cher) positiver Selektion auf molekularer Ebene zu demonstrieren, was zu Aminosauredifferenzen in homolo-
gen Proteinen fihrt. Mehrere Gruppen haben derartige Verfahren verwendet, um zu dokumentieren, dass sich
ein spezielles Protein rascher entwickelt hat als die neutrale Substitutionsrate, und dies stiitzt die Existenz von
Darwin'scher positiver Selektion auf molekularer Ebene. McDonald und Kreitman (1991) Nature 351:652-654,
schlagen beispielsweise einen statistischen Test der neutralen Protein-Evolutionshypothese basierend auf
dem Vergleich der Zahl der Aminosaureersatzsubstitutionen zu synonymen Substitutionen im Kodierbereich
eines Locus vor. Wenn sie diesen Test auf den Adh-Locus dreier Drosophila-Spezies anwenden, folgern sie,
dass er stattdessen zeigt, dass der Locus adaptive Fixierung selektiv vorteilhafter Mutationen eingegangen ist
und dass selektive Fixierung adaptiver Mutationen eine lebensfahige Alternative zu der schematischen Akku-
mulation neutraler Mutationen sein kann, um meisten Proteinevolutionen zu erklaren. Jenkins et al. (1995)
Proc. R. Soc. Lond. B 261:203-207 verwenden den Test von McDonald & Kreitman, um zu untersuchen, ob
adaptive Evolution in Sequenzen vorkommt, die Transkription kontrollieren (nicht-kodierende Sequenzen).

[0005] Nakashima et al. (1995) Proc. Natl. Acad. Sci USA 92:5606-5609, verwenden das Verfahren von Miya-
ta und Yasunaga zur Durchfihrung paarweiser Vergleiche der Nukleotidsequenzen von zehn PLA2 Isozymge-
nen von zwei Schlangenspezies; bei diesem Verfahren wird die Zahl der Nukleotidsubstitutionen pro Stelle fir
die nicht-kodierenden Regionen einschlieRlich Introns (K) und das K, und K, verglichen. Sie folgern, dass sich
die Protein kodierenden Regionen mit viel h6heren Raten entwickelt haben als die nicht-kodierenden Regionen
einschlieBlich Introns. Die stark beschleunigte Substitutionsrate ist fir die Darwin'sche Evolution der PLA2-Iso-
zymgene auf molekularer Ebene verantwortlich, um neue physiologische Aktivitaten zu produzieren, die fir ei-
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nen starken Selektionsvorteil zum Beutefang oder zur Verteidigung gegen Raubtiere gesorgt haben mussen.
Endo et al. (1996) Mol. Biol. Evol. 13(5):685-690 verwenden das Verfahren von Nei und Gojobori, wobei dy die
Zahl der nicht-synonymen Substitutionen ist und dg die Zahl der synonymen Substitutionen ist, um in Frage
kommende Gene zu identifizieren, mit denen die positive natlirliche Selektion arbeitet. Metz und Palumbi
(1996) Mol. Biol. Evol 13(2):397-406 verwenden jenen Test von McDonald & Kreitman (supra) sowie ein Ver-
fahren, das Nei und Gojobori, Nei und Jin, sowie Kumar, Tamura und Nei zugeschrieben wird, wobei die durch-
schnittlichen Proportionen von P, die Ersetzungssubstitutionen pro Ersetzungsstelle, und P, die stillen Sub-
stitutionen pro stiller Stelle, untersucht werden, um nach Anzeichen fur positive Selektion an Bindungsgenen
bei Seeigeln zu suchen, um zu untersuchen, ob sie sich als Vorspiel zu der Speziesbildung rasch entwickelt
haben. Goodwin et al. (1996) Mol. Biol. Evol. 13(2):346-358 verwendet ahnliche Verfahren, um die Evolution
einer speziellen murinen Genfamilie zu entwickeln, und sie folgern, dass die Verfahren wichtige fundamentale
Einsichten liefern, wie Selektion genetische Divergenz in einem experimentell manipulierbaren System an-
treibt. Edwards et al. (1995) verwenden degenerierte Primers, um MHC-Loci aus verschiedenen Vogelspezies
und einer Alligatorspezies herauszuziehen, welche dann nach den Verfahren von Nei und Gojobori (dy:d,-Ver-
haltnisse) analysiert werden, um MHC-Studien auf Wirbeltiere zu erweitern, die keine Saugetiere sind. Whit-
field et al. (1993) Nature 364:713-715 verwenden K,/Ks-Analyse, um nach direktionaler Selektion in den Regi-
onen zu suchen, die eine konservierte Region in dem SRY-Gen flankieren (welches das mannliche Geschlecht
bestimmt). Sie schlagen vor, dass die rasche Evolution von SRY eine signifikante Ursache fiir reproduktive Iso-
lation sein kdnnte, welche zu neuen Spezies fiihrt. Wettsetin et al. (1996) Mol. Biol. Evol. 13(1):56-66 wenden
das MEGA-Programm von Kumar, Tamura und Nei und phylogenetische Analyse zur Erforschung der Diversi-
fikation von MHC Klasse | Genes bei Eichhérnchen und verwandten Nagern an. Parham und Ohta (1996) Sci-
ence 212:67-74 konstatieren, dass ein populationsbiologischer Ansatz, der Tests auf Selektion sowie auf Gen-
umwandlung und neutralen Drift einschliet, zum Analysieren der Generierung und des Erhalts von menschli-
chem MHC Klasse | Polymorphismus erforderlich ist. Hughes (1997) Mol. Biol. Evol. 14(1): 1-5 vergleichen
Uber hundert orthologe Immunoglobulin-C2-Doméanen zwischen Mensch und Nager, wobei das Verfahren von
Nei und Gojobori (d,:d,-Verhéltnisse) zum Testen der Hypothese verwendet wird, dass Proteine, die in Zellen
des Immunsystems des Wirbeltiers exprimiert werden, sich ungewdhnlich rasch entwickeln. Swanson und Vac-
quier (1998) Science 281:710-712 verwenden d,:d,-Verhaltnisse, um die konzertierte Evolution zwischen dem
Lysin und dem Ei-Rezeptor fiir Lysin zu zeigen, und diskutieren die Rolle einer derartigen konzertierten Evolu-
tion bei der Bildung neuer Spezies (Spezifikation). Messier und Stewart (1997) Nature 385:151-154, verwen-
deten K,/Kg zur Demonstration der positiven Selektion bei Primatenlysozymen.

[0006] Die mit der Domestizierung zusammenhangenden genetischen Veranderungen sind am umfassends-
ten bei Mais (Korn) untersucht worden (Dorweiler (1993) Science 262:232-235). Bei Mais (Zea spp. mays
mays) steht offensichtlich eine kleinere Anzahl von Einzelgenveranderungen fir alle der Unterschiede zwi-
schen unserer gegenwartigen domestizierten Maispflanze und ihrem wilden Vorfahren, Teosinte (Zea mays
ssp paruiglumis) (Dorweiler, 1993). QTL-(quantitative trait locus)-Analyse hat gezeigt (Doebley (1990) PNAS
USA 87:9888-9892), dass nicht mehr als finfzehn Gene interessierende Eigenschaften (traits) bei Mais kon-
trollieren, und erklart den deutlichen morphologischen Unterschied zwischen Mais und Teosinte (Wang (1999)
Nature 398:236-239).

[0007] Wichtig ist, dass eine ahnlich kleine Anzahl an Genen interessierende Eigenschaften in anderen von
Gras abgeleiteten Feldfruchtpflanzen kontrollieren kann, einschlie3lich Reis, Weizen, Hirse und Sorghum (Pa-
terson (1995) Science 269:1714-1718). Bei den meisten dieser relevanten Gene in Mais kann das homologe
Gen in der Tat ahnliche Eigenschaften in anderen von Gras abgeleiteten Feldfruchtpflanzen kontrollieren (Pa-
terson, 1995). Die Identifizierung dieser Gene in Mais wiirde somit die Identifizierung homologer Gene in Reis,
Weizen, Hirse und Sorghum erleichtern.

[0008] Wie aus den oben zitierten Druckschriften ersichtlich ist, kénnen Analysemethoden der molekularen
Evolution zur Identifizierung sich rasch entwickelnder Gene (K,/Ks-Typ-Methoden) verwendet werden, um vie-
len unterschiedlichen Zwecken zu dienen, allgemein zur Bestatigung der Existenz von Darwin'scher positiver
Selektion auf molekularer Ebene, aber auch zur Bewertung der Frequenz der Darwin'schen positiven Selektion
auf molekularer Ebene, zum Verstandnis phylogenetischer Beziehungen, zur Bewertung von Mechanismen,
nach denen neue Spezies gebildet werden, oder zum Nachweis von einzelner oder mehrfacher Herkunft bei
spezifischen Genpolymorphismen. Aus den oben zitierten Druckschriften und anderen Literaturstellen geht
hervor, dass keiner der Autoren K,/Ks-Typ-Methoden zum Identifizieren von evolutionédren Veranderungen bei
domestizierten Pflanzen und Tieren verwendet hat, die durch kunstliche Selektionsdriicke entstanden sind.
Wahrend Turcich et al. (1996) Sexual Plant Reproduction 9:65-74, die Verwendung der K.-Analyse fir Pflan-
zengene beschreiben, wird angenommen, dass niemand bislang Analyse vom K,/Ks-Typ als systematisches
Werkzeug zum Ildentifizieren jener Gene in domestizierten Pflanzen und Tieren verwendet hat, die evolutionar
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signifikante Sequenzveranderungen enthalten, die zur Entwicklung, zum Erhalt oder zur Verbesserung er-
winschter kommerzieller oder asthetischer Merkmale verwendet werden kénnen.

[0009] Die Identifizierung in domestizierten Spezies von Genen, die sich entwickelt haben, um verglichen mit
homologen Vorfahrengenen einzigartige, verbesserte oder veranderte Funktionen zu verleihen, kénnte zur
Entwicklungen von Mitteln zur Modulierung dieser Funktionen verwendet werden. Die Identifizierung der zu
Grunde liegenden Gene der domestizierten Spezies und der spezifischen Nukleotidveranderungen, die aufge-
treten sind, und die weitere Charakterisierung der physikalischen und biochemischen Veranderungen der Pro-
teine, die durch diese sich entwickelnden Gene kodiert sind, kénnte wertvolle Informationen Uber den Mecha-
nismus liefern, welcher der gewuinschten Eigenschaft zu Grunde liegt. Diese wertvolle Information kdnnte fur
die Entwicklung von Mitteln verwendet werden, die die Funktion der Zielproteine weiter verbessern. Alternativ
kénnte weiteres Engineering der verantwortlichen Gene die gewtlinschte Eigenschaft modifizieren oder stei-
gern. Es kénnte zudem gefunden werden, dass die identifizierten Gene eine Rolle bei der Kontrolle interessie-
render Eigenschaften in anderen domestizierten Pflanzen spielen kdnnen. Ein dhnlicher Prozess kann Gene
fur interessierende Merkmale bei domestizierten Tieren identifizieren.

[0010] Doebley beschreibtin Trends in Genetics, Band 8, Nr. 9, September 1992, Seiten 302-307, die Anwen-
dung von Genanalyse unter Verwendung molekularer Marker auf die Kartierung von Genen, die morphologi-
sche Eigenschaften bei Mais und seinem wilden Vorfahren Teosinte kontrollieren. Durch die Entwicklung ge-
sattigter Verknipfungskarten (Linkage-Karten) unter Verwendung von Restriktionsfragmentlangenpolymor-
phismen (RFLPs) und neue statistische Verfahren zur Kartierung und Charakterisierung von quantitative trait
loci (QTLs) wurden funf Regionen des Genoms identifiziert, von denen gesagt wird, dass sie die meisten der
Unterschiede zwischen Mais und Teosinte kontrollieren.

[0011] EP 0 120 658 A2 offenbart ein Verfahren zum Charakterisieren einer unbekannten Organismenspezi-
es, bei dem man die Position evolutionar konservierter Sequenzen in genetischem Material des Organismus
relativ zu einer bekannten Position von Restriktionsendonuklease-Spaltungsstellen in dem genetischen Mate-
rial bestimmt, um eine identifizierende genetische Charakterisierung des unbekannten Organismus zu erhal-
ten, und man die Charakterisierung mit Informationen von mindestens zwei Sets identifizierender genetischer
Charakterisierungen vergleicht, die von den gleichen konservierten Sequenzen stammen, wobei jeder der Sets
eine bekannte Organismusspezies definiert.

OFFENBARUNG DER ERFINDUNG

[0012] Die vorliegende Erfindung liefert Verfahren zum Identifizieren von Polynukleotid- und Polypeptidse-
quenzen mit evolutionar signifikanten Veranderungen, die mit kommerziellen oder asthetischen Eigenschaften
bei domestizierten Organismen einschlieBlich Pflanzen und Tieren zusammenhangen. Die Erfindung verwen-
det vergleichende Genome, um spezifische Genveranderungen zu identifizieren, die mit strukturellen, bioche-
mischen oder physiologischen Zustdnden zusammenhangen und somit fur diese verantwortlich sein kénnen,
wie kommerziell oder asthetisch relevanten Eigenschaften, und verwendet die aus diesen Eigenschaften er-
haltenen Informationen, um domestizierte Organismen mit verbesserten interessierenden Eigenschaften zu
entwickeln.

[0013] In einer bevorzugten Ausflihrungsform hat ein Polynukleotid oder Polypeptid einer domestizierten
Pflanze oder eines domestizierten Tieres kunstliche Selektion erfahren, die zu einer evolutionar signifikanten
Anderung fiihrte, die in der domestizierten Spezies vorhanden und in dem wilden Vorfahren nicht vorhanden
ist. Ein Beispiel fur diese Ausfihrungsform ist, dass das Polynukleotid oder Polypeptid mit verbessertem Ertrag
der Feldfrucht zusammenhangen kann, verglichen mit dem Vorfahren. Zu anderen Beispielen gehéren Kurz-
tagbliite (d. h. dass die Pflanze nur dann bliiht, wenn die tagliche Lichtperiode unter irgendeiner kritischen Lan-
ge liegt), Proteingehalt, Olgehalt, Leichtigkeit der Ernte, Geschmack, Diirreresistenz und Krankheitsresistenz.
Die vorliegende Erfindung kann somit brauchbar sein, um Einsicht in die molekularen Mechanismen zu erhal-
ten, die Funktionen oder Eigenschaften domestizierter Organismen zu Grunde liegen. Diese Informationen
kdnnen zum Design des Polynukleotids brauchbar sein, um so die Funktion oder die Eigenschaft weiter zu ver-
bessern. Ein Polynukleotid, von dem bestimmt wurde, dass es fiir verbesserten Feldfruchtertrag verantwortlich
ist, kdnnte beispielsweise statistischer oder gerichteter Mutagenese unterzogen werden, gefolgt von Testen
der mutierten Gene, um jene zu identifizieren, welche die Eigenschaft weiter verbessern.

[0014] Daher werden gemaf einem Aspekt Verfahren zum Identifizieren einer Polynukleotidsequenz bereit-

gestellt, die ein Polypeptid eines domestizierten Organismus (z. B. einer Pflanze oder eines Tieres) kodiert,
wobei das Polypeptid mit einer kommerziell oder asthetisch relevanten Eigenschaft zusammenhangen kann,
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die in dem domestizierten Organismus, verglichen mit einem wilden Vorfahren des domestizierten Organis-
mus, einzigartig, verbessert oder verandert ist, umfassend die Stufen, in denen: a) man Protein kodierende
Nukleotidsequenzen des domestizierten Organismus mit Protein kodierenden Nukleotidsequenzen des wilden
Vorfahren vergleicht, und b) man eine Polynukleotidsequenz in dem domestizierten Organismus selektiert, die
eine Nukleotidveranderung enthalt, die verglichen mit einer entsprechenden Sequenz in dem wilden Vorfahren
evolutionar signifikant ist.

[0015] Gemal einem weiteren Aspekt der Erfindung werden Verfahren zum Identifizieren einer evolutionar
signifikanten Veranderung in einer Protein kodierenden Nukleotidsequenz eines domestizierten Organismus
(z. B. einer Pflanze oder einem Tier) bereitgestellt, welche die Schritte aufweisen, in denen a) man Protein ko-
dierende Nukleotidsequenzen des domestizierten Organismus mit entsprechenden Sequenzen eines wilden
Vorfahren des domestizierten Organismus vergleicht, und b) man eine Polynukleotidsequenz in dem domesti-
zierten Organismus selektiert, die verglichen mit einer entsprechenden Sequenz in dem wilden Vorfahren eine
Nukleotidveranderung enthalt, wobei die Veranderung evolutionar signifikant ist.

[0016] Die nach irgendeiner der hier beschriebenen Verfahren identifizierte Nukleotidveranderung ist in eini-
gen Ausflihrungsformen eine nicht-synonyme Substitution. In einigen Ausfihrungsformen wird die evolutiona-
re Signifikanz der Nukleotidveranderung gemaR der nicht-synonymen Substitutionsrate (K,) der Nukleotidse-
quenz bestimmt. In einigen Ausfiihrungsformen werden die evolutionar signifikanten Veranderungen bewertet,
indem dass K,/Ks-Verhéltnis zwischen dem Polynukleotid des domestizierten Organismus und dem entspre-
chenden Polynukleotid des Vorfahren bestimmt wird. Das Verhaltnis ist vorzugsweise mindestens etwa 0,75,
oder das Verhaltnis ist mit zunehmender Bevorzugung mindestens etwa 1,25, 1,50 und 2,00.

[0017] Die Erfindung liefert gemaf einem weiteren Aspekt ein Verfahren zum Identifizieren eines Mittels, wel-
ches die relevante Eigenschaft in dem domestizierten Organismus modulieren kann, bei dem man mindestens
ein in Frage kommendes Mittel mit einer Zelle, einem Modellsystem oder einer transgenen Pflanze oder einem
nicht menschlichen transgenen Organismus kontaktiert, die bzw. der die Polynukleotidsequenz mit der evolu-
tionar signifikanten Anderung exprimiert, wobei das Mittel durch seine Fahigkeit identifiziert wird, Funktionen
des Polypeptids zu modulieren.

[0018] Es wird auch ein Verfahren zum Sequenzvergleich im GroBmalstab zwischen Protein kodierenden
Nukleotidsequenzen eines domestizierten Organismus und Protein kodierenden Sequenzen von einem wilden
Vorfahren bereitgestellt, bei dem a) man die Sequenzen des domestizierten Organismus mit entsprechenden
Sequenzen des wilden Vorfahren gemafl Sequenzhomologie Alignment unterzieht und b) man jegliche Nukle-
otidveranderungen innerhalb der Sequenzen des domestizierten Organismus identifiziert, verglichen mit den
homologen Sequenzen aus dem wilden Vorfahrenprimaten.

[0019] Die vorliegende Erfindung liefert gemaR einem anderen Aspekt ein Verfahren zum Korrelieren einer
evolutionar signifikanten Nukleotidveranderung mit einer kommerziell oder asthetisch relevanten Eigenschaft,
die in einem domestizierten Organismus einzigartig, verbessert oder verandert ist, bei dem a) man eine Nuk-
leotidsequenz mit einer evolutionar signifikanten Veranderung geman den hier beschriebenen Verfahren iden-
tifiziert und b) man die funktionale Wirkung der Anwesenheit oder Abwesenheit der identifizierten Sequenz in
dem domestizierten Organismus oder in einem Modellsystem analysiert.

[0020] Die in den vorliegenden Verfahren verwendeten domestizierten Pflanzen kénnen Korn (Mais), Reis,
Tomaten, Kartoffeln oder jede domestizierte Pflanze sein, deren wilder Vorfahre existent und bekannt ist. Der
Vorfahre von Korn (Mais) ist beispielsweise Teosinte; Vorfahren von Weizen sind Triticum monococcum, T.
speltoides und Aegilops tauschii; und Vorfahren von Reis sind Oryza nivora und O. rufipogon. Die relevante
Eigenschaft kann jede kommerziell oder asthetisch relevante Eigenschaft sein, wie Ertrag, Kurztagbliite, Pro-
teingehalt, Olgehalt, Diirreresistenz, Geschmack, Leichtigkeit der Ernte oder Krankheitsresistenz.

[0021] Die in den vorliegenden Verfahren verwendeten domestizierten Tiere kénnen jedes domestizierte Tier
sein, fur das ein Vorfahre zur Verfugung steht, einschlieRlich Schweinen, Rindern (Vieh), Pferden, Hunden oder
Katzen. Ein Vorfahre des Pferdes ist beispielsweise das Pryzewalskii-Pferd, und Vorfahren von Rindern (Vieh)
schlieRen einige indische Rassen ein. Die relevante Eigenschaft kdnnte beispielsweise Fettgehalt, Proteinge-
halt, Milchproduktion, Zeit bis zur Reife, Fruchtbarkeit, Figsamkeit oder Krankheitsresistenz und Krankheits-
anfalligkeit sein.
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Detaillierte Beschreibung der Erfindung

[0022] Die vorliegende Erfindung verwendet vergleichende Genome, um spezifische Genveranderungen zu
identifizieren, die mit kommerziell oder asthetisch relevanten Eigenschaften bei domestizierten Organismen (z.
B. Pflanzen und Tieren) zusammenhangen und somit zu ihnen beitragen oder fiir sie verantwortlich sein kon-
nen.

[0023] In einer bevorzugten Ausfiihrungsform kénnen die hier beschriebenen Verfahren zur ldentifizierung
der Gene verwendet werden, die interessierende Eigenschaften in landwirtschaftlich bedeutsamen domesti-
zierten Pflanzen kontrollieren. Menschen haben seit Tausenden von Jahren domestizierte Pflanzen gezichtet,
ohne die Gene zu kennen, die diese Eigenschaften kontrollieren. Die Kenntnis des spezifischen beteiligten ge-
netischen Mechanismus wurde eine viel raschere und direkte Intervention auf molekularer Ebene erméglichen,
um Pflanzen mit erwlinschten oder verbesserten Eigenschaften zu erzeugen.

[0024] Menschen haben durch kiinstliche Selektion enorme Selektionsdriicke auf Feldfruchtpflanzen ausge-
Ubt. Dieser Druck spiegelt sich in evolutionar signifikanten Veranderungen zwischen homologen Genen do-
mestizierter Organismen und ihrer wilden Vorfahren wider. Es ist gefunden worden, dass nur einige wenige Ge-
ne, z. B. 10 bis 15 pro Spezies, Eigenschaften von kommerziellem Interesse bei domestizierten Feldfrucht-
pflanzen kontrollieren. Diese wenigen Gene sind nach Standardverfahren der Molekularbiologie bei Pflanzen
aufierordentlich schwierig zu identifizieren. Die hier beschriebenen K,/Ks- und verwandten Analysen kénnen
die Gene identifizieren, die interessierende Eigenschaften kontrollieren, wenn diese Gene in der Protein kodie-
renden Region Veranderungen eingegangen sind.

[0025] Es kdnnen fir jede interessierende Feldfruchtpflanze cDNA-Bibliotheken von der domestizierten Spe-
zies oder Subspezies und ihrem wilden Vorfahren aufgebaut werden. Wie in der USSN 09/240,915, eingereicht
am 29. Januar 1999, beschrieben ist, werden die cDNA-Bibliotheken jeweils gegeneinander "geBLASTet", um
homologe Polynukleotide zu identifizieren. Der versierte Fachmann kann alternativ auf kommerziell und/oder
offentlich verfligbare Genom- oder cDNA-Datenbanken zugreifen, wie die Folgenden:
www.central.edu/homepages/liedlb/genetics/gene-site.html
www.ornl.gov/Techresources/Human-Genome/genetics.html and
www.mcb.harvard.edu/Biolinks/Sequences.html

www.ncbi.nlm.gov/Web/Genbank/index.html

anstatt cDNA-Bibliotheken aufzubauen. Als nachstes wird eine K,/Ks- oder verwandte Analyse durchgefiihrt,
um ausgewahlte Gene zu identifizieren, die sich unter Selektionsdruck rasch entwickelt haben. Diese Gene
werden dann unter Verwendung von Standardmolekularverfahren fir transgene Pflanzen bewertet, um zu be-
stimmen, ob sie eine Rolle in den kommerziell oder &sthetisch interessierenden Eigenschaften spielen. Die in-
teressierenden Gene werden dann z. B. durch statistische oder stellengerichtete Mutagenese manipuliert, um
neue verbesserte Varietaten, Subspezies, Stamme oder Kulturvarianten zu entwickeln.

[0026] Die hier beschriebenen Methoden kdnnen in ahnlicher Weise auf domestizierte Tiere angewendet wer-
den, einschliel3lich Schweinen, Rindern, Pferden, Hunden, Katzen und anderen domestizierten Tieren, fur die
ein wilder Vorfahre zur Verfiigung steht. Rinder und Pferde sind von besonders wichtigem kommerziellem In-
teresse. Wie bei den Pflanzen haben Menschen seit Tausenden von Jahren Tiere gezichtet, und diese inten-
siven Selektionsdriicke spiegeln sich in erhéhten K,/Ks-Raten fur sich rasch entwickelnde interessierende
Gene wider. Um homologe Polynukleotide zu identifizieren, kbnnen wiederum aufgebaute cDNA-Bibliotheken
domestizierter Tiere und ihrer wilden Vorfahren gegeneinander geBLASTet werden, und/oder es kann auf Of-
fentliche oder private Genom- oder cDNA-Datenbanken zugegriffen werden. Fir homologe Sequenzen kon-
nen K,/K- oder verwandte Analysen durchgefiihrt werden, welche die Polynukleotide identifizieren, die sich
unter dem kunstlichen Selektionsdruck rasch entwickelt haben. Diese Gene werden dann unter Verwendung
von Standardmolekularverfahren flir nicht-menschliche transgene Tiere bewertet, um zu bestimmen, ob sie
eine Rolle in den kommerziell oder asthetisch interessierenden Eigenschaften spielen. Diese Gene koénnen
dann manipuliert werden, um neue verbesserte Tiervarietaten oder Subspezies zu entwickeln.

[0027] Die Praxis der vorliegenden Erfindung verwendet, wenn nicht anders angegeben, konventionelle Tech-
niken der Molekularbiologie, Genetik und Molekularevolution, die innerhalb des Wissens des Standes der
Technik liegen. Derartige Techniken sind vollstandig in der Literatur erlautert, wie: "Molecular Cloning: A Labo-
ratory Manual", 2. Auflage (Sambrook et al., 1989); "Oligonucleotide Synthesis" (M. J. Gait, Herausgeber,
1984); "Current Protocols" in Molecular Biology" (F. M. Ausubel et al., Herausgeber, 1987); "PCR: The Poly-
merase Chain Reaction", (Mullis et al., Herausgeber, 1994); "Molecular Evolution”, (Li, 1997).
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Definitionen

[0028] Ein "Polynukleotid" bezieht sich hier auf eine polymere Form von Nukleotiden von beliebiger Lange,
entweder Ribonukleotide oder Deoxyribonukleotide oder Analoga davon. Dieser Begriff bezieht sich auf die Pri-
marstruktur des Molekiils und schliel3t somit doppel- und einstrangige DNA sowie doppel- und einstrangige
RNA ein. Eingeschlossen sind auch modifizierte Polynukleotide, wie methylierte und/oder verkappte Polynuk-
leotide. Die Begriffe "Polynukleotid" und "Nukleotidsequenz" werden austauschbar verwendet.

[0029] Ein "Gen" bezieht sich hier auf ein Polynukleotid oder einen Abschnitt eines Polynukleotids, das bzw.
der eine Sequenz aufweist, die ein Protein kodiert. Es ist in der Technik wohl bekannt, dass ein Gen auch
nicht-kodierende Sequenzen aufweist, wie 5'- und 3'-flankierende Sequenzen (wie Promotoren, Enhancer, Re-
pressoren und andere Regulierungssequenzen) sowie Introns.

[0030] Die Begriffe "Polypeptid”, "Peptid" und "Protein" werden hier austauschbar zur Bezeichnung von Po-
lymeren von Aminosauren mit beliebiger Lange verwendet. Diese Begriffe schlielen auch Proteine ein, die
nach der Translation durch Reaktionen modifiziert worden sind, zu denen Glykolysierung, Acetylierung und
Phosphorylierung gehéren.

[0031] Der Begriff "domestizierter Organismus" bezieht sich auf einen individuellen lebenden Organismus
oder Population desselben, eine Spezies, Subspezies, Variante, Kultur oder einen Stamm, die bzw. der kiinst-
lichem Selektionsdruck ausgesetzt gewesen ist und eine kommerziell oder asthetisch relevante Eigenschaft
entwickelt hat. In einigen bevorzugten Ausfiihrungsformen ist der domestizierte Organismus eine Pflanze aus-
gewahlt aus der Gruppe bestehend aus Mais, Weizen, Reis, Sorghum, Tomate oder Kartoffel oder eine belie-
bige andere domestizierte Pflanze von kommerziellem Interesse, deren Vorfahr bekannt ist. In anderen bevor-
zugten Ausfihrungsformen ist der domestizierte Organismus ein Tier ausgewahlt aus der Gruppe bestehend
aus Rind (Vieh), Pferden, Schweinen, Katzen und Hunden. Ein domestizierter Organismus und sein Vorfahre
koénnen als unterschiedliche Spezies, Subspezies, Varietaten, Kulturen oder Stdmme oder beliebige Kombina-
tion davon verwandt sein.

[0032] Der Begriff "wilder Vorfahre" oder "Vorfahre" bedeutet eine(n) Vorlaufer- oder Vorgangerorganismus,
-spezies, -subspezies, -varietat, -kultur oder -stamm, aus dem bzw. der sich ein(e) domestizierte(r) Organis-
mus, Spezies, Subspezies, Varietat, Kultur oder Stamm entwickelt hat. Ein domestizierter Organismus kann
einen oder mehr als einen Vorfahren haben. Domestizierte Pflanzen kénnen in der Regel einen oder mehrere
Vorfahren haben, wahrend domestizierte Tiere Ublicherweise nur einen einzigen Vorfahren haben.

[0033] Der Begriff "kommerzielle oder asthetisch relevante Eigenschaft" wird hier zur Bezeichnung von Eigen-
schaften verwendet, die in domestizierten Organismen, wie Pflanzen oder Tieren, vorliegen, deren Analyse In-
formationen (z. B. physikalische oder biochemische Daten) liefern kann, die fur die Entwicklung von Mitteln re-
levant sind, die das fur die Eigenschaft verantwortliche Polypeptid modulieren kdnnen. Die kommerziell oder
asthetisch relevante Eigenschaft kann in Bezug zu dem Vorfahren einzigartig, verbessert oder verandert sein.
Mit "verandert" ist gemeint, dass sich die relevante Eigenschaft qualitativ oder quantitativ von Eigenschaften
unterscheidet, die bei dem Vorfahren beobachtet wurden.

[0034] Der Begriff "Verfahren vom K,/K,-Typ" bedeutet Verfahren, die Unterschiede bewerten, die sich oft
(aber nicht immer) als Verhaltnis zwischen der Anzahl der nicht-synonymen Substitutionen und synonymen
Substitutionen in homologen Genen zeigen (einschlieBlich der rigoroseren Verfahren, die nicht-synonyme und
synonyme Stellen bestimmen). Diese Verfahren werden nach mehreren Nomenklatursystemen bezeichnet,
einschlief3lich, aber nicht begrenzt auf K,/Kg, d/dg, D\/Ds.

[0035] Die Begriffe "evolutionar signifikante Veranderung" und "adaptive evolutionare Veranderung" beziehen
sich auf eine oder mehrere Nukleotid- oder Peptidsequenzveranderung(en) zwischen zwei Organismen, Spe-
zies, Subspezies, Varietaten, Kulturen und/oder Stammen, die auf positiven Selektionsdruck zurtickzufiihren
sein kénnen. Ein Verfahren zur Bestimmung der Anwesenheit einer evolutionar signifikanten Veranderung ist
die Anwendung eines Analyseverfahrens vom K,/Ks-Typ, wie die Messung eines K,/Ks-Verhéltnisses . Ein
K,/Ks-Verhéltnis von mindestens etwa 0,75, insbesondere mindestens etwa 1,0, insbesondere mindestens
etwa 1,25, insbesondere mindestens etwa 1,5 und am meisten bevorzugt mindestens etwa 2,0 zeigt die Ein-
wirkung einer positiven Selektion und wird als evolutionar signifikante Veranderung angesehen.

[0036] Der Begriff "positive evolutionar signifikante Veranderung" bedeutet eine evolutionar signifikante Ver-
anderung in einem/einer speziellen Organismus, Spezies, Subspezies, Varietat, Kultur oder Stamm, die zu ei-
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ner adaptiven Veranderung fuhrt, die verglichen mit anderen verwandten Organismen positiv ist. Ein Beispiel
fur eine positive evolutionar signifikante Veranderung ist eine Veranderung, die zu einem erhdhten Ertrag bei
Feldfruchtpflanzen flhrt.

[0037] Der Begriff "resistent” bedeutet, dass ein Organismus eine Fahigkeit hat, einen Erkrankungszustand
und/oder eine Entwicklung der Erkrankung zu vermeiden oder den Erkrankungsgrad zu vermindern, vorzugs-
weise im Vergleich mit nicht-resistenten Organismen.

[0038] Der Begriff "Empfindlichkeit" bedeutet, dass ein Organismus nicht die Fahigkeit hat, einen Erkran-
kungszustand und/oder eine Entwicklung der Erkrankung zu vermeiden oder den Erkrankungsgrad zu vermin-
dern, vorzugsweise im Vergleich mit Organismen, die bekanntermafen resistent sind.

[0039] Es ist bekannt, dass Resistenz und Empfindlichkeit von Individuum zu Individuum variieren, und dass
diese Begriffe fir die erfindungsgemaflen Zwecke auch fir eine Gruppe von Individuen innerhalb einer Spezies
gelten, und dass Vergleiche von Resistenz und Empfindlichkeit sich im Allgemeinen auf gesamte durchschnitt-
liche Unterschiede zwischen Spezies beziehen, obwohl intraspezifische Vergleiche verwendet werden kénnen.

[0040] Der Begriff "homolog" oder "Homologes" oder "ortholog" ist bekannt und in der Technik allgemein tb-
lich und bezieht sich auf verwandte Sequenzen, die einen gemeinsamen Vorfahren haben, und wird basierend
auf dem Sequenzidentitatsgrad bestimmt. Diese Begriffe beschreiben die Beziehung zwischen einem Gen,
das sich in einer/einem Spezies, Subspezies, Varietat, Kultur oder Stamm findet, und dem entsprechenden
oder aquivalenten Gen in einer/einem anderen Spezies, Subspezies, Varietat, Kultur oder Stamm. Fir die Zwe-
cke dieser Erfindung werden homologe Sequenzen verglichen. Es wird angenommen, vermutet oder ist be-
kannt, dass "homologe Sequenzen" oder "homologe" oder "orthologe" funktionell verwandt sind. Eine funktio-
nelle Verwandtschaft kann nach irgendeiner von zahlreichen Weisen gezeigt werden, einschlieBlich, aber nicht
beschrankt auf (a) den Grad der Sequenzidentitat und (b) die gleiche oder ahnliche biologische Funktion. Vor-
zugsweise werden sowohl (a) als auch (b) gezeigt. Der Sequenzidentitatsgrad kann variieren, ist vorzugsweise
jedoch mindestens 50% (wenn im Stand der Technik bekannte Standard-Sequenz-Alignment-Programme ver-
wendet werden), insbesondere mindestens 60% insbesondere mindestens etwa 75% insbesondere mindes-
tens etwa 85%. Homologie kann unter Verwendung von Softwareprogrammen bestimmt werden, die in der
Technik leicht erhaltlich sind, wie jene, die in Current Protocols in Molecular Biology (F. M. Ausubel et al., He-
rausgeber, 1987) Erganzung 30, Abschnitt 7.718, Tabelle 7.71, eroértert sind. Bevorzugte Alignment-Program-
me sind MacVector (Oxford Molecular Ltd, Oxford, GroRbritannien) und ALIGN Plus (Scientific and Educational
Software, Pennsylvania, USA). Ein weiteres bevorzugtes Alignment-Programm ist Sequencher (Gene Codes,
Ann Arbor, Michigan, USA) unter Verwendung von Standard-Parametern.

[0041] Der Begriff "Nukleotidveranderung" bezieht sich auf Nukleotidsubstitution, -deletion oder -insertion,
wie in der Technik wohl bekannt ist.

[0042] "Haushaltergene" ist ein in der Technik wohl bekannter Begriff und bedeutet jene Gene, die mit der all-
gemeinen Zellfunktion zusammenhangen, einschliellich, aber nicht begrenzt auf Wachstum, Teilung, Stase,
Metabolismus und/oder Tod. "Haushalter"-Gene fihren im Allgemeinen Funktionen durch, die in mehr als ei-
nem Zelltyp gefunden werden. Im Unterschied dazu fiihren zellspezifische Gene allgemein Funktionen in ei-
nem speziellen Zelltyp und/oder einer speziellen Zellklasse durch.

[0043] Der Begriff "Mittel" bedeutet hier eine biologische oder chemische Verbindung, wie ein einfaches oder
komplexes, organisches oder anorganisches Molekdl, ein Peptid, ein Protein oder ein Oligonukleotid, das die
Funktion eines Polynukleotids oder Polypeptids moduliert. Es kann eine umfangreiche Gruppierung (Array)
von Verbindungen synthetisiert werden, beispielsweise Oligomere, wie Oligopeptide und Oligonukleotide; und
synthetische organische und anorganische Verbindungen, die auf verschiedenen Kernstrukturen basieren,
und auch diese sind in den Begriff "Mittel" eingeschlossen. Aulterdem kénnen verschiedene natlirliche Quellen
Verbindungen zum Screening liefern, wie pflanzliche oder tierische Extrakte und dergleichen. Verbindungen
kénnen einzeln oder in Kombination miteinander getestet werden.

[0044] Der Begriff "Modulieren der Funktion" eines Polynukleotids oder eines Polypeptids bedeutet, dass die
Funktion des Polynukleotids oder Polypeptids verandert wird, verglichen mit der fehlenden Zugabe eines Mit-
tels. Die Modulation kann auf jeder Ebene stattfinden, die die Funktion beeinflusst. Eine Polynukleotid- oder
Polypeptidfunktion kann direkt oder indirekt sein und direkt oder indirekt gemessen werden.

[0045] Eine "Funktion eines Polynukleotids" schlie3t Replikation, Translation, Expressionsmuster, ein, ist je-
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doch nicht darauf begrenzt. Eine Polynukleotidfunktion schlie3t auch Funktionen ein, die mit einem Polypeptid
assoziiert sind, das in dem Polynukleotid kodiert ist. Ein Mittel, das auf ein Polynukleotid wirkt und die Protei-
nexpression, -konformation, -faltung (oder andere physikalische Charakteristika), Bindung an andere Einheiten
(wie Liganden), Aktivitat (oder andere funktionale Charakteristik), Regulierung und/oder andere Aspekte der
Proteinstruktur oder -funktion bewirkt, wird als modulierte Polynukleotidfunktion aufweisend angesehen.

[0046] Eine "Funktion eines Polypeptids" schliel3t Konformation, Faltung (oder andere physikalische Charak-
teristik), Bindung an andere Einheiten (wie Liganden), Aktivitdt (oder andere funktionale Charakteristika)
und/oder andere Aspekte der Proteinstruktur oder -funktionen ein, ohne darauf begrenzt zu sein. Ein Mittel,
das auf ein Polypeptid wirkt und seine Konformation, Faltung (oder andere physikalische Charakteristika), Bin-
dung an andere Einheiten (wie Liganden), Aktivitat (oder andere funktionale Charakteristik) und/oder andere
Aspekte der Proteinstruktur oder -funktion bewirkt, wird beispielsweise als modulierte Polypeptidfunktion auf-
weisend angesehen. Die Weisen, nach denen ein wirksames Mittel wirken kann, um die Funktion eines Poly-
peptids zu modulieren, schlieflen 1) Veranderung der Koformations-, Faltungs- oder anderer physikalischer
Charakteristika, 2) Anderung der Bindungsstarke an seinen natirlichen Liganden oder Anderung der Spezifi-
zitat der Bindung an Liganden und 3) Anderung der Aktivitat des Polypeptids ein, sind jedoch nicht darauf be-
grenzt.

[0047] Der Begriff "Zielstelle" bedeutet eine Position in einem Polypeptid, die eine einzelne Aminosaure sein
kann und/oder Teil eines strukturellen und/oder funktionalen Motivs sein kann, z. B. eine Bindungsstelle, eine
Dimerisierungsdomane oder eine katalytisch aktive Stelle. Zielstellen kénnen flr die direkte oder indirekte
Wechselwirkung mit einem Mittel, wie einem therapeutischen Mittel, brauchbar sein.

[0048] Der Begriff "molekularer Unterschied" schliet jeglichen strukturellen und/oder funktionalen Unter-
schied ein. Nachfolgend werden Verfahren zur Detektierung dieser Unterschiede sowie Beispiele flr derartige
Unterschiede beschrieben.

[0049] Eine "funktionale Wirkung" ist ein in der Technik gut bekannter Begriff und bedeutet jegliche Wirkung,
die direkt oder indirekt auf irgendein Aktivitadtsniveau gezeigt wird.

[0050] Der Begriff "Leichtigkeit der Ernte" bezieht sich auf Pflanzencharakteristika oder -merkmale, die ma-
nuelles oder automatisiertes Sammeln von Strukturen oder Teilen (z. B. Fruchten, Blattern, Wurzeln) zum Ver-
brauch oder fur weitere kommerzielle Verarbeitung erleichtern.

[0051] Allgemeine Verfahren, die in der Technik bekannt sind Die Quelle des Polynukleotids von der domes-
tizierten Pflanze oder dem domestizierten Tier kann fiir die Zwecke dieser Erfindung jegliche geeignete Quelle
sein, z. B. Genomsequenzen oder cDNA-Sequenzen. Vorzugsweise werden cDNA-Sequenzen verglichen.
Protein kodierende Sequenzen kdnnen aus verfugbaren privaten, 6ffentlichen und/oder kommerziellen Daten-
banken, wie den hier beschriebenen, erhalten werden. Diese Datenbanken dienen als Fundgruben flir mole-
kulare Sequenzdaten, die durch fortlaufende Forschungsprojekte herausgefunden werden. Protein kodierende
Sequenzen kénnen alternativ aus beispielsweise Sequenzierung der cDNA aus der reversen Transkription von
in Zellen exprimierter m-RNA oder nach der PCR-Amplifizierung gemaf im Stand der Technik wohl bekannten
Verfahren erhalten werden Alternativ kdnnen zum Sequenzvergleich Genomsequenzen verwendet werden.
Genomsequenzen kdnnen aus verfugbaren 6ffentlichen, privaten und/oder kommerziellen Datenbanken oder
aus einer Sequenzierung kommerziell erhaltlicher Genom-DNA-Bibliotheken oder aus Genom-DNA nach PCR
erhalten werden.

[0052] In einigen Ausfihrungsformen wird die cDNA aus mRNA hergestellt, die aus einem Gewebe in einem
festgelegten Endwicklungsstadium erhalten wurde, oder aus einem Gewebe, das erhalten wurde, nachdem
der Organismus bestimmten Umweltbedingungen ausgesetzt war. cDNA-Bibliotheken, die zum Sequenzver-
gleich der vorliegenden Erfindung verwendet wurden, kbnnen mit konventionellen cDNA-Bibliothekkonstrukti-
onstechniken aufgebaut werden, die in der Literatur des Standes der Technik vollstandig erldutert sind. Als
Template (Schablonen) flir Reverses Transkribieren von cDNAs werden vollstindige mRNAs verwendet. Tran-
skribierte cDNAs werden in geeignete Vektoren subkloniert, um eine cDNA-Bibliothek zu erzeugen. Die er-
zeugte cDNA-Bibliothek kann auf Gehalt an cDNA mit vollstandiger La&nge maximiert werden, obwohl cDNAs
mit weniger als vollstandiger Lange verwendet werden kdnnen. Die Sequenzfrequenz kann beispielsweise ge-
maRk Bonaldo et al. (1996) Genome Research 6:791-806, normalisiert werden. cDNA-Klones, die statistisch
aus der aufgebauten cDNA-Bibliothek ausgewahlt worden sind, kdnnen mit automatisierten Standard-Sequen-
ziertechniken sequenziert werden. Fur das Sequenzieren werden vorzugsweise cDNA-Klone mit vollstandiger
Lange verwendet. Es kdnnen entweder die vollstandigen cDNA-Klone oder ein grofer Abschnitt davon aus ei-
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ner cDNA-Bibliothek sequenziert werden, obwohl einige Ausfiihrungsformen der Erfindung auch durchgefiihrt
werden kénnen, indem so wenig wie ein einzelner cDONA-Klon oder mehrere cDNA-Klone sequenziert werden.

[0053] In einer bevorzugten Ausfihrungsform der vorliegenden Erfindung kénnen zu sequenzierende cD-
NA-Klone gemal ihrer Expressionsspezifizitat vorselektiert werden. Um cDNAs gemaf aktiven Genen zu se-
lektieren, die spezifisch exprimiert werden, kénnen die cDNAs mit mRNAs, die aus andere Organen, Geweben
oder Zellen desselben Tieres erhalten wurden, Subtraktionshybridisierung unterzogen werden. Unter bestimm-
ten Hybridisierungsbedingungen mit geeigneter Stringenz und Konzentration werden jene cDNAs, die mit
nicht-gewebespezifischen mRNAs hybridisieren und somit wahrscheinlich "Haushalter"-Gene reprasentieren,
aus dem cDNA-Pool ausgeschlossen. Die restlichen zu sequenzierenden cDNAs hangen demnach mit gréRRe-
rer Wahrscheinlichkeit mit gewebespezifischen Funktionen zusammen. Zum Zwecke der Subtraktionshybridi-
sierung kénnen nicht-gewebespezifische mMRNAs aus einem Organ oder vorzugsweise aus einer Kombination
unterschiedlicher Organe und Zellen erhalten werden Die Menge der nicht-gewebespezifischen mRNAs wird
maximiert, um die gewebespezifischen cDNAs zu sattigen.

[0054] Alternativ kdnnen Informationen aus Online-Datenbanken verwendet werden, um cDNAs zu selektie-
ren oder ihnen Prioritat zu geben, die wahrscheinlich zu spezifischen Funktionen gehdren. Die Vorfahren-cD-
NA-Kandidaten zur Sequenzierung kénnen beispielsweise durch PCR mittels Primern ausgewahlt werden, die
aus Kandidaten-cDNA-Sequenzen des domestizierten Organismus entworfen wurden. Kandidaten-cDNA-Se-
quenzen aus domestizierten Organismen sind beispielsweise jene, die sich nur in einem spezifischen Gewebe
finden, wie Skelettmuskeln, oder die Genen entsprechen, die wahrscheinlich in der speziellen Funktion von Be-
deutung sind. Derartige gewebespezifische cDNA-Sequenzen kénnen durch Durchsuchen von Online-Se-
quenzdatenbanken erhalten werden, in denen Informationen in Bezug auf das Expressionsprofil und/oder die
biologische Aktivitat fr cDONA-Sequenzen angegeben sein kénnen.

[0055] Sequenzen fiir Vorfahren-Homolog(e) eines Gens eines domestizierten Organismus kénnen nach
Standardverfahren des Standes der Technik erhalten werden, wie PCR-Verfahren (wobei beispielsweise Ge-
neAmp PCR System 9700 Temperaturwechselgerate (Applied Biosystems, Inc.)) verwendet werden). Die Vor-
fahren-cDNA-Kandidaten zur Sequenzierung kénnen beispielsweise durch PCR mittels Primern ausgewahlt
werden, die aus in Frage kommenden cDNA-Sequenzen des domestizierten Organismus entworfen wurden.
Bei PCR kénnen die Primer aus den Sequenzen des domestizierten Organismus unter Verwendung von Stan-
dardverfahren des Standes der Technik hergestellt werden, einschlieBlich 6ffentlich zuganglichen Primer-De-
signprogrammen, wie PRIMER® (Whitehead Institute). Die amplifizierte Vorfahrensequenz kann dann unter
Verwendung von Standardverfahren und -geraten des Standes der Technik, wie automatisierten Sequenzern
(Applied Biosystems, Inc.), sequenziert werden.

Allgemeine Verfahren der Erfindung

[0056] Das allgemeine erfindungsgemafe Verfahren ist wie folgt. Kurz gesagt werden Nukleotidsequenzen
von einem domestizierten Organismus und einem wilden Vorfahren erhalten. Die Nukleotidsequenzen des do-
mestizierten Organismus und des Vorfahren werden miteinander verglichen, um Sequenzen zu identifizieren,
die homolog sind. Die homologen Sequenzen werden analysiert, um jene zu identifizieren, die Nukleinsaure-
sequenzdifferenzen zwischen dem domestizierten Organismus und dem Vorfahren aufweisen. Dann wird eine
molekulare Evolutionsanalyse durchgefiihrt, um die evolutionare Signifikanz der Unterschiede quantitativ und
qualitativ zu bewerten. Bei Genen, die positiv selektiert worden sind, kann eine Fremdgruppenanalyse durch-
gefuhrt werden, um jene Gene zu identifizieren, die in dem domestizierten Organismus (im Unterschied zu dem
Vorfahren) positiv selektiert worden sind. Als nachstes wird die Sequenz hinsichtlich der molekularen/geneti-
schen Identitat und der biologischen Funktion charakterisiert. Die Information kann schlieRlich verwendet wer-
den, um Mittel zu identifizieren, die die biologische Funktion des von dem Gen kodierten Polypeptids zu modi-
fizieren.

[0057] Die allgemeinen Verfahren der Erfindungen beinhalten das Vergleichen der Protein kodierenden Nuk-
leotidsequenzen von Vorfahren- und domestizierten Organismen. Fir den Vergleich wird Bioinformatik verwen-
det, und es werden Sequenzen selektiert, die eine Nukleotidanderung oder mehrere Nukleotidanderungen ent-
halten, die eine oder mehrere evolutionar signifikante Anderung(en) ist/sind. Die Erfindung erméglicht die Iden-
tifizierung von Genen, die sich herausgebildet haben, um irgendeinen evolutionaren Vorteil zu verleihen, und
die Identifizierung der speziellen herausgebildeten Veranderungen.

[0058] Protein kodierende Sequenzen eines domestizierten Organismus und seines Vorfahren werden ver-
glichen, um homologe Sequenzen zu identifizieren. Diese Erfindung umfasst jeglichen geeigneten Mechanis-
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mus zur Durchfiihrung dieses Vergleichs. Manuell oder mittels Software kann der Abgleich durchgefihrt wer-
den (Beispiele fiir geeignete Alignmentprogramme sind in der Technik bekannt). Vorzugsweise werden Protein
kodierende Sequenzen eines Vorfahren Gber Datenbankrecherchen, z. B. BLAST-Recherchen, mit der Se-
quenz der domestizierten Spezies verglichen. Die hochrangigen "Hits", d. h. Sequenzen, die nach BLAST-Ana-
lysen eine signifikante Ahnlichkeit zeigen, werden abgerufen und analysiert. Sequenzen, die eine signifikante
Ahnlichkeit zeigen, kénnen jene mit mindestens etwa 60% mindestens etwa 75%, mindestens etwa 80%, min-
destens etwa 85% oder mindestens etwa 90% Sequenzidentitat sein. Sequenzen, die mehr als etwa 80% Iden-
titat zeigen, werden. vorzugsweise weiter analysiert. Die tUiber Datenbankrecherchen identifizierten homologen
Sequenzen kénnen vollstandig mittels Sequenzalignmentverfahren und -programmen, die bekannt und in der
Technik verflgbar sind, wie dem ublicherweise verwendeten einfachen Alignmentprogramm CLUSTAL V von
Higgins et al. (1992) CABIOS 8:189-191, Alignment unterzogen werden.

[0059] Alternativ kann der Sequenzier- und Homologievergleich der Protein kodierenden Sequenzen zwi-
schen dem domestizierten Organismus und seinem Vorfahren simultan unter Verwendung der neu entwickel-
ten Sequenzierchiptechnologie durchgefiihrt werden. Siehe beispielsweise Rava et al., US-5,545,531.

[0060] Die abgeglichenen Protein kodierenden Sequenzen von domestiziertem Organismus und Vorfahren
werden analysiert, um Nukleotidsequenzunterschiede an speziellen Stellen zu identifizieren. Wiederum ist er-
findungsgemal jedes geeignete Verfahren eingeschlossen, um dies zu erreichen. Wenn es keine Nukleotid-
sequenzunterschiede gibt, wird die Vorfahren-Proteinkodiersequenz tblicherweise nicht weiter analysiert. Die
detektierten Sequenzanderungen werden allgemein und vorzugsweise anfangs auf Genauigkeit geprift. Die
Anfangsprufung beinhaltet vorzugsweise die Durchfiihrung von einer oder mehreren der folgenden Stufen, die
alle jeweils in der Technik bekannt sind: (a) Ermitteln der Punkte, an denen es Veranderungen zwischen den
Sequenzen des Vorfahren und des domestizierten Organismus gibt; (b) Prifen des Sequenzfluorogramms
(Chromatogramms), um zu bestimmen, ob die Basen, die fur den Vorfahren oder den domestizierten Spezies
einzigartig zu sein scheinen, klaren starken Signalen entsprechen, die fir die angesprochene Base spezifisch
sind; (c) Prufen der "Hits" des domestizierten Organismus, um zu sehen, ob es mehr als eine Sequenz des
domestizierten Organismus gibt, die einer Sequenzveranderung entspricht. Mehrere Eintrage der Sequenz
des domestizierten Organismus fiir dasselbe Gen, die dasselbe Nukleotid an einer Position haben, an der es
in einer Vorfahrensequenz ein anderes Nukleotid gibt, sprechen unabhangig voneinander dafir, dass die do-
mestizierte Sequenz akkurat ist und die Anderung signifikant ist. Derartige Veranderungen werden unter Ver-
wendung von Datenbankinformationen und dem genetischen Kode untersucht, um zu bestimmen, ob diese
Nukleotidsequenzveranderungen zu einer Veranderung der Aminosauresequenz des kodierten Proteins fuh-
ren. Wie die Definition von "Nukleotidanderung" verdeutlicht, umfasst die vorliegende Erfindung mindestens
eine Nukleotiddnderung, entweder eine Substitution, eine Deletion oder eine Insertion, in einer Protein kodie-
renden Polynukleotidsequenz eines domestizierten Organismus, verglichen mit einer entsprechenden Se-
quenz des Vorfahren. Die Anderung ist vorzugsweise eine Nukleotidsubstitution. Insbesondere ist in der iden-
tifizierten Sequenz mehr als eine Substitution vorhanden und wird molekularer Evolutionsanalyse unterzogen.

[0061] Es kann jede von mehreren verschiedenen molekularen Evolutionsanalysen oder Verfahren vom
KJ/Ks-Typ verwendet werden, um die evolutiondre Signifikanz der identifizierten Nukleotiddnderungen zwi-
schen Gensequenzen domestizierter Spezies und denjenigen der entsprechenden Vorfahren quantitativ und
qualitativ zu bewerten. Kreitman and Akashi (1995) Annu. Rev. Ecol. Syst. 26:403-422; Li, Molecular Evolution,
Sinauer Associates, Sunderland, MA, 1997. Positive Selektion von Proteinen (d. h. adaptive Evolution auf mo-
lekularer Ebene) kann beispielsweise in Protein kodierenden Genen detektiert werden, indem die Verhaltnisse
nicht synonymer Nukleotidsubstitutionen pro nicht synonymer Stelle (K,) zu synonymen Substitutionen pro sy-
nonoymer Stelle (K) (Li et al., 1985; Li, 1993) paarweise verglichen werden. Es kann jeder beliebige Vergleich
von K, und Kg verwendet werden, obwohl es besonders zweckméaRig und am effektivsten ist, diese beiden Va-
riablen als Verhaltnis zu vergleichen. Sequenzen werden unter Verwendung von statistischen Standardverfah-
ren dadurch idenfiziert, dass sie einen statistisch signifikanten Unterschied zwischen K, und Kg zeigen.

[0062] Vorzugsweise wird zur Durchfiihrung der vorliegenden Erfindung die K,/Ks-Analyse von Li et al. ver-
wendet, obwohl auch andere Analyseprogramme verwendet werden kdnnen, die positiv selektierte Gene zwi-
schen Spezies detektieren konnen. Li et al. (1985) Mol. Biol. Evol. 2:150-174; Li (1993); siehe auch J. Mol.
Evol. 36:96-99; Messier und Stewart (1997) Nature 385:151-154; Nei (1987) Molecular Evolutionary Genetics
(New York, Columbia University Press). Das K,/Ks-Verfahren, das einen Vergleich der Rate der nicht-synony-
men Substitutionen pro nicht-synonymer Stelle mit der Rate der synonymen Substitutionen pro synonymer
Stelle zwischen homologen Protein kodierenden Genregionen in Form eines Verhaltnisses beinhaltet, wird zur
Identifizierung von Sequenzsubstitutionen verwendet, die im Unterschied zu neutralen Selektionen wahrend
der Evolution durch adaptive Selektionen angetrieben sein kdnnen. Eine synonyme ("stumme") Substitution ist
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eine, die wegen der Degeneriertheit des genetischen Kodes keine Veranderung an der kodierten Aminosaure-
sequenz vornimmt, eine nicht-synonyme Substitution fiihrt zum Ersetzen eines Aminosaure. Das Ausmal je-
des Anderungstyps kann als K, beziehungsweise K, die Anzahl der synonymen Substitutionen pro synonymer
Stelle und der nicht-synonymen Substitutionen pro nicht-synonymer Stelle geschatzt werden. Die Berechnun-
gen von K,/Kg kdnnen manuell oder mit Software durchgefihrt werden. Ein Beispiel flr ein geeignetes Pro-
gramm ist MEGA (Molecular Genetics Institute, Pennsylvania State University).

[0063] Zur Schatzung von K, und Kg werden entweder vollsténdige oder partielle Protein kodierende Sequen-
zen verwendet, um die Gesamtanzahl der synonymen und nicht-synonymen Substitutionen sowie der nicht-sy-
nonymen und synonymen Stellen zu berechnen. Die Lange der analysierte Polynukleotidsequenz kann jede
geeignete Lange sein. Vorzugsweise wird die gesamte Kodiersequenz verglichen, um jegliche und alle signi-
fikanten Veranderungen zu ermitteln. Allgemein zugangliche Computerprogramme, wie Li93 (Li (1993) J. Mol.
Evol. 36:96-99) oder INA, kénnen verwendet werden, um die K,- und K,-Werte fiir alle paarweisen Vergleiche
zu berechnen. Diese Analyse kann ferner angepasst werden, um Sequenzen in wie in einem "Schiebefenster"”
zu untersuchen, so dass geringe Zahlen von wichtigen Anderungen nicht von der Gesamtsequenz zugedeckt
werden. "Schiebefenster" bezieht sich auf die Untersuchung fortlaufender Unterabschnitte des Gens (die Un-
terabschnitte kdnnen eine beliebige Lange haben).

[0064] Der Vergleich der nicht-synonymen und synonymen Substitutionsraten wird durch das K,/Ks-Verhalt-
nis wiedergegeben. Es ist gezeigt worden, dass K,/Kg den Grad widerspiegelt, bis zu dem die adaptive Evolu-
tion in der untersuchten Sequenz gewirkt hat. Fur die K,/Ks-Analyse kénnen die vollstandige Lange oder par-
tielle Segmente einer Kodiersequenz verwendet werden. Je hdher das K,/Ks-Verhaltnis ist, um so grofer ist
die Wahrscheinlichkeit, dass eine Sequenz adaptive Evolution eingegangen ist und die nicht-synonymen Sub-
stitutionen evolutionar signifikant sind. Siehe beispielsweise Messier and Stewart (1997). Das K,/Ks-Verhaltnis
ist vorzugsweise mindestens etwa 0,75, insbesondere mindestens etwa 1,0, insbesondere mindestens etwa
1,25, insbesondere mindestens etwa 1,50 oder bevorzugter mindestens etwa 2,00. Die statistische Analyse
wird vorzugsweise mit allen bewerteten K,/Ks-Verhéltissen durchgefiihrt, einschlieflich, aber nicht begrenzt
auf Standardtestverfahren, wie der Student-T-Test und Wahrscheinlichkeitsverhaltnistests, die von Yang
(1998) Mol. Biol Evol. 37:441-456 beschrieben worden sind.

[0065] Bei einem paarweisen Vergleich homologer Sequenzen sind K,/Ks-Verhéltnisse deutlich gréRer als 1
ein deutlicher Hinweis darauf, dass positive Selektion eine groflere Zahl von Aminosaureersetzungen fixiert
hat, als lediglich als Ergebnis des Zufalls zu erwarten ware, und steht im Gegensatz zu dem Ublicherweise be-
obachteten Muster, bei dem das Verhaltnis kleiner als oder gleich 1 ist. Nei (1987); Hughes and Hei (1988)
Nature 335:167-170; Messier und Stewart (1994) Current Biol. 4:911-913; Kreitman und Akashi (1995) Ann.
Rev. Ecol. Syst. 26:403-422; Messier und Stewart (1997). Verhaltnisse kleiner als 1 betonen allgemein die Rol-
le der negativen oder reinigenden Selektion: es gibt einen starken Druck auf die Primarstruktur funktionaler,
wirksamer Proteine, unverandert zu bleiben.

[0066] Alle Verfahren zur Berechnung von K,/Ks-Verhaltnissen basieren auf einem paarweisen Vergleich der
Zahl der nichtsynonymen Substitutionen pro nicht-synonymer Stelle zu der Zahl der synonymen Substitutionen
pro synonymer Stelle fiir die Protein kodierenden Regionen homologer Gene von den Vorfahren- und domes-
tizierten Organismen. Jedes Verfahren implementiert unterschiedliche Korrekturen, um "mehrere Hits" zu er-
reichen (d. h. mehr als eine Nukleotidsubstitution an der gleichen Stelle). Jedes Verfahren verwendet auch un-
terschiedliche Modelle, wie sich DNA-Sequenzen im Verlauf der Evolution verandern. Somit wird vorzugsweise
eine Kombination von Ergebnisse unterschiedlicher Algorithmen verwendet, um das Empfindlichkeitsniveau
zur Detektion positiv selektionierter Gene und das Vertrauen in das Ergebnis zu erhéhen.

[0067] Es sollten vorzugsweise K,/Ks-Verhaltnisse fiir orthologe Genpaare berechnet werden, im Unterschied
zu paralogen Genpaaren (d. h. einem Gen, das aus Speziesbildung resultiert, im Unterschied zu einem Gen,
welches das Ergebnis von Genduplizierung ist), Messier und Stewart (1997). Diese Unterscheidung kann vor-
genommen werden, indem zusatzliche Vergleiche mit weiteren Vorfahren vorgenommen werden, die das Auf-
bauen eines phylogenetischen Baums ermdglichen. Orthologe Gene ergeben, wenn sie zum Aufbau des Bau-
mes verwendet werden, den bekannten "Speziesbaum", d. h. sie erzeugen einen Baum, der wieder den be-
kannten biologischen Baum ergibt. Im Unterschied dazu ergeben paraloge Gene Baume, die mit dem bekann-
ten biologischen Baum nicht in Einklang zu bringen sind.

[0068] Es sei darauf hingewiesen, dass die hier beschriebenen Verfahren zur Identifizierung von Polynukle-

otidsequenzen von Vorfahren- oder domestizierten Organismen fiihren kénnen, die mit den Protein kodieren-
den Sequenzen funktional verwandt sind. Zu derartigen Sequenzen kdnnen nicht-kodierende Sequenzen oder
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Kodiersequenzen gehoren, die keine Proteine kodieren. Diese verwandten Sequenzen kénnen beispielsweise
physikalisch neben den Protein kodierenden Sequenzen in dem Genom liegen, wie Introns oder 5'- und 3'-flan-
kierende Sequenzen (einschlieBlich Kontrollelementen, wie Promotern und Enhancern). Diese verwandten Se-
quenzen koénnen durch Recherchen in verfugbaren offentlichen, privaten und/oder kommerziellen Genomda-
tenbanken oder alternativ durch Screening und Sequenzieren der Genombibliothek des Organismus mit einer
Proteinkodiersequenz als Sonde erhalten werden. Dem Fachmann sind Verfahren und Techniken zum Erhal-
ten von Nicht-Kodiersequenzen unter Verwendung von verwandten Kodiersequenzen gut bekannt.

[0069] Die evolutionar signifikanten Nukleotidanderungen, die durch molekulare Evolutionsanalysen, wie
K./Ks-Analyse detektiert werden, kdnnen ferner nach ihrem einzigartigen Auftreten in dem domestizierten Or-
ganismus oder dem Grad, bis zu dem die Anderungen in dem domestizierten Organismus einzigartig sind, be-
wertet werden. Die identifizierten Anderungen in dem domestizierten Gen kénnen beispielsweise auf Anwe-
senheit/Abwesenheit in anderen Sequenzen verwandter Spezies, Subspezies oder anderer Organismen mit
einem gemeinsamen Vorfahren mit dem domestizierten Organismus getestet werden. Dieser Vergleich
("Fremdgruppenanalyse") ermoglicht die Bestimmung, ob das positiv selektierte Gen fir den fraglichen domes-
tizierte Organismus (im Unterschied zu dem Vorfahren) positiv selektiert worden ist.

[0070] Die Sequenzen mit mindestens einer evolutionér signifikanten Anderung zwischen einem domestizier-
ten Organismus und seinem Vorfahren kénnen als Primer fur PCR-Analyse anderer Vorfahren-Proteinkodier-
sequenzen verwendet werden, und die resultierenden Polynukleotide werden sequenziert, um zu sehen, ob
die gleiche Anderung in anderen Vorfahren vorhanden ist. Diese Vergleiche ermdglichen die weitere Diskrimi-
nierung, ob die adaptiven evolutionaren Veranderungen fir die domestizierte Linie einzigartig sind, verglichen
mit anderen Vorfahren, oder ob die adaptive Anderung fiir die Vorfahren einzigartig ist, verglichen mit der do-
mestizierten Spezies und anderen Vorfahren. Eine Nukleotidanderung, die in einem domestizierten Organis-
mus, jedoch nicht in anderen Vorfahren detektiert wird, steht mit gréRerer Wahrscheinlichkeit fiir eine adaptive
evolutionare Veranderung in dem domestizierten Organismus. Alternativ steht eine Nukleotidanderung, die in
einem Vorfahren detektiert wird, jedoch nicht in dem domestizierten Organismus oder anderen Vorfahren de-
tektiert ist, wahrscheinlich fur eine adaptive evolutionére Veranderung des Vorfahren. Andere zum Vergleich
herangezogene Vorfahren kdnnen bezogen auf ihre phylogenetische Verwandtschaft mit dem domestizierten
Organismus gewahlt werden. Die statistische Signifikanz dieser Vergleiche kann mit etablierten verfiigbaren
Programmen bestimmt werden, z. B. T-Test, verwendet von Messier und Stewart (1997) Nature 385:151-154.
Jene Gene, die statistisch hohe K,/Ks-Verhéltnisse zeigen, sind sehr wahrscheinlich adaptive Evolution einge-
gangen.

[0071] Sequenzen mit signifikanten Anderungen kénne als Sonden in Genomen aus unterschiedlich domes-
tizierten Populationen eingesetzt werden, um zu sehen, ob die Sequenzanderungen von mehr als einer do-
mestizierten Population geteilt werden. Gensequenzen von unterschiedlichen domestizierten Populationen
kénnen aus Datenbanken oder alternativ aus direkter Sequenzierung PCR-amplifizierter DNA aus mehrere
nicht verwandten, diversen, domestizierten Populationen erhalten werden. Die Anwesenheit der identifizierten
Anderungen in verschiedenen domestizierten Populationen wiirde ferner die evolutiondre Bedeutung der An-
derungen zeigen.

[0072] Sequenzen mit signifikanten Anderungen zwischen Spezies kénnen ferner durch ihre molekularen/ge-
netischen ldentitaten und biologischen Funktionen unter Verwendung von Verfahren und Techniken charakte-
risiert werden, die Fachleuten bekannt sind. Die Sequenzen kdnnen beispielsweise genetisch und physikalisch
mit 6ffentlich zuganglichen Bioinformatikprogrammen innerhalb des Genoms des Organismus lokalisiert wer-
den. Die neu identifizierten signifikanten Anderungen in der Nukleotidsequenz kénnen eine potentielle Rolle
des Gens in der Evolution des Organismus und eine potentielle Assoziation mit einzigartigen, verbesserten
oder veranderten funktionalen Méglichkeiten nahe legen. Das putative Gen mit den identifizierten Sequenzen
kann ferner durch beispielsweise Homologiesuche gekennzeichnet werden. Gemeinsame Homologie des pu-
tativen Gens mit einem bekannten Gen kann eine &hnliche biologische Rolle oder Funktion anzeigen. Ein wei-
teres beispielhaftes Verfahren zur Charakterisierung einer putativen Gensequenz ist auf Basis bekannter Se-
gquenzmotive. Bestimmte Sequenzmuster kodieren bekanntermalen Regionen von Proteinen mit speziellen bi-
ologischen Charakteristika, wie Signalsequenzen, DNA-Bindungsdoméanen oder Transmembrandomanen.

[0073] Die identifizierten Sequenzen mit signifikanten Veranderungen kénnen ferner auch bewertet werden,
indem danach gesucht wird, wo das Gen in Form von Gewebe- oder Zelltypspezifizitat exprimiert wird. Die
identifizierte Kodiersequenz kann beispielsweise als Sonden zur Durchfuhrung von in situ-mRNA-Hybridisie-
rung verwendet werden, die das Expressionsmuster der Sequenzen offenbaren wird. Gene, die in bestimmten
Geweben exprimiert werden, kdnnen bessere Kandidaten sein, da sie mit wichtigen Funktionen assoziiert sind,
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die mit jenem Gewebe assoziiert sind, beispielsweise Skelettmuskelgewebe. Es kann auch der Zeitpunkt der
Genexpession wahrend jedes Entwicklungsstadiums eines Spezieselements bestimmt werden.

[0074] Als weiteres beispielhaftes Verfahren zur Sequenzcharakterisierung kénnen die funktionalen Rollen
der identifizierten Nukleotidsequenzen mit signifikanten Anderungen bewertet werden, indem funktionale As-
says fur unterschiedliche Allele eines identifizierten Gens in dem transfektizierten domestizierten Organismus
durchgefiihrt werden, z. B. in der transgenen Pflanze oder dem transgenen Tier.

[0075] Als weiteres beispielhaftes Verfahren zur Sequenzcharakterisierung ermdglicht die Verwendung von
Computerprogrammen Modellierung und Visualisierung der dreidimensionalen Struktur der homologen Prote-
ine aus domestizierten Organismen und Vorfahren. Die genaue Kenntnis, welche Aminosauren in dem Vorfah-
renprotein/den Vorfahrenproteinen ersetzt worden ist, ermdéglicht spezifisch die Detektierung struktureller Ver-
anderungen, die mit funktionalen Unterschieden zusammenhangen kénnen. Die Verwendung von Modellie-
rungstechniken steht somit in engem Zusammenhang mit der Identifizierung von funktionalen Rollen, die in
dem vorhergehenden Absatz erortert wurden. Die Verwendung von individuellen oder Kombinationen dieser
Techniken bildet somit einen Teil der vorliegenden Erfindung.

[0076] Ein Gen eines domestizierten Organismus, das nach dem vorliegende Verfahren identifiziert worden
ist, kann somit zur Identifizierung homologer Gene in anderen Spezies eingesetzt werden, die einen gemein-
samen Vorfahren haben. Mais, Reis, Weizen, Millet und Sorghum haben beispielsweise einen gemeinsamen
Vorfahren, und in Mais identifizierte Gene kénnen direkt zu homologen Genen in diesen anderen Grasern fuh-
ren. In ahnlicher Weise haben Tomaten und Kartoffeln einen gemeinsamen Vorfahren, und nach dem vorlie-
genden Verfahren in Tomaten identifiziere Gene haben vermutlich Homologe in Kartoffeln.

[0077] Die nach den hier beschriebenen Verfahren identifizierten Sequenzen kénnen zur Identifizierung von
Mitteln verwendet werden, die zur Modulierung von einzigartigen, verbesserten oder geanderten funktionalen
Méoglichkeiten des domestizierten Organismus brauchbar sind und/oder Defekte dieser Mdglichkeiten unter
Verwendung dieser Sequenzen korrigieren. Diese Verfahren verwenden beispielsweise in der Technik bekann-
te Screening-Techniken, wie in vitro-Systeme, Expressionssysteme auf Zellbasis sowie transgene
nicht-menschliche Tiere und Pflanzen. Der von der vorliegenden Erfindung bereitgestellte Ansatz identifiziert
nicht nur rasch entwickelte Gene, sondern zeigt auch Modulationen, die an dem Protein vorgenommen werden
kdnnen und mdglicherweise nicht zu toxisch sind, da sie in einer andern Spezies existieren.

Screening-Verfahren

[0078] Die vorliegende Erfindung liefert auch Screeningverfahren unter Verwendung der Polynukleotide und
Polypeptide, die nach den oben beschriebenen Verfahren identifiziert und charakterisiert wurden. Diese Scree-
ning-Verfahren sind zur Identifizierung von Mitteln brauchbar, die die Funktion(en) der Polynukleotide oder Po-
lypeptide in einer Weise modulieren kdnnen, die zur Verbesserung oder Verminderung eines Charakteristi-
kums in einem domestizierten Organismus nutzlich ist. Bei diesen Verfahren bringt man allgemein mindestens
ein zu testendes Mittel mit entweder einem transgenen Organismus oder einer transgenen Zelle in Kontakt,
der/die mit einer nach den oben beschriebenen Verfahren identifizierten Polynukleotidsequenz transfektiziert
worden ist, oder einer Praparation des Polypeptids, das durch diese Polynukleotidsequenz kodiert worden ist,
wobei ein Mittel durch seine Fahigkeit zur Modulierung der Funktion entweder der Polynukleotidsequenz oder
des Polypeptids identifiziert wird. Ein Mittel kann beispielsweise eine Verbindung sein, die mit einer domesti-
zierten Pflanze oder einem domestizierten Tier eingesetzt oder in Kontakt gebracht wird, um die Expression
des identifizierten Gens zu einer gewlinschten Zeit zu induzieren. In Hinsicht auf Pflanzen kdnnte speziell ein
Mittel verwendet werden, um das Blihen zu einer geeigneten Zeit zu indizieren.

[0079] Der Begriff "Mittel" bedeutet hier eine biologische oder chemische Verbindung, wie ein einfaches oder
komplexes, organisches oder anorganisches Molekill, ein Peptid, ein Protein oder ein Oligonukleotid. Es kann
eine umfangreiche Gruppierung (Array) von Verbindungen synthetisiert werden, beispielsweise Oligomere, wie
Oligopeptide und Oligonukleotide, und synthetische organische und anorganische Verbindungen, die auf ver-
schiedenen Kernstrukturen basieren, und auch diese sind in den Begriff "Mittel" eingeschlossen. AuRerdem
kénnen verschiedene natirliche Quellen Verbindungen zum Screening liefern, wie pflanzliche oder tierische
Extrakte und dergleichen. Verbindungen kdénnen einzeln oder in Kombination miteinander getestet werden.

[0080] Das "Modulieren der Funktion" eines Polynukleotids oder eines Polypeptids bedeutet, dass die Funk-

tion des Polynukleotids oder Polypeptids verandert wird, verglichen mit der fehlenden Zugabe eines Mittels.
Die Modulation kann auf jeder Ebene stattfinden, die die Funktion beeinflusst. Eine Polynukleotid- oder Poly-
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peptidfunktion kann direkt oder indirekt sein und direkt oder indirekt gemessen werden. Eine "Funktion" eines
Polynukleotids schlief3t Replikation, Translation, Expressionsmuster, ein, ist jedoch nicht darauf begrenzt. Eine
Polynukleotidfunktion schlief3t auch Funktionen ein, die mit einem Polypeptid assoziiert sind, das in dem Poly-
nukleotid kodiert ist. Ein Mittel, das auf ein Polynukleotid wirkt und die Proteinexpression, -konformation, -fal-
tung (oder andere physikalische Charakteristika), Bindung an andere Einheiten (wie Liganden), Aktivitat (oder
andere funktionale Charakteristik), Regulierung und/oder andere Aspekte der Proteinstruktur oder -funktion
bewirkt, wird als modulierte Polynukleotidfunktion aufweisend angesehen. Die Wirkweisen eines effektiven Mit-
tels zur Modulierung der Expression eines Polynukleotids schlieBen 1) Modifizieren der Bindung eines Trans-
kriptionsfaktors an das auf einen Transkriptionsfaktor reagierende Element in dem Polynukleotid, 2) Modifizie-
ren der Wechselwirkung zwischen zwei Transkriptionsfaktoren, die fiir die Expression des Polynukleotids er-
forderlich sind; 3) Andern der Fahigkeit eines Transkriptionsfaktors, der fiir die Expression des Polynukleotids
erforderlich ist, zum Eintreten in den Kern; 4) Inhibieren der Aktivierung eines an der Transkription des Poly-
nukleotids beteiligten Transkriptionsfaktors; 5) Modifizieren eines Zelloberflachenrezeptors, der normalerweise
mit einem Liganden in Wechselwirkung tritt und dessen Bindung des Liganden zur Expression des Polynukle-
otids fuhrt; 6) Inhibieren der Inaktivierung einer Komponente der Signaltransduktionskaskade, die zu Expres-
sion des Polynukleotids fiihrt, und 7) Steigerung der Aktivierung eines an der Transkription des Polynukleotids
beteiligten Transkriptionsfaktors ein, ohne darauf begrenzt zu sein.

[0081] Eine "Funktion" eines Polypeptids schliel3t Konformation, Faltung (oder andere physikalische Charak-
teristik), Bindung an andere Einheiten (wie Liganden), Aktivitdt (oder andere funktionale Charakteristika)
und/oder andere Aspekte der Proteinstruktur oder -funktionen ein, ohne darauf begrenzt zu sein. Ein Mittel,
das auf ein Polypeptid wirkt und seine Konformation, Faltung (oder andere physikalische Charakteristika), Bin-
dung an andere Einheiten (wie Liganden), Aktivitat (oder andere funktionale Charakteristik) und/oder andere
Aspekte der Proteinstruktur oder -funktion bewirkt, wird beispielsweise als modulierte Polypeptidfunktion auf-
weisend angesehen. Die Weisen, nach denen ein wirksames Mittel wirken kann, um die Funktion eines Poly-
peptids zu modulieren, schlieBen 1) Veranderung der Konformations-, Faltungs- oder anderer physikalischer
Charakteristika, 2) Anderung der Bindungsstarke an seinen natirlichen Liganden oder Anderung der Spezifi-
zitat der Bindung an Liganden und 3) Anderung der Aktivitat des Polypeptids ein, sind jedoch nicht darauf be-
grenzt.

[0082] Die Wahl der Mittel fir das Screening wird allgemein durch mehrere Parameter bestimmt, wie das spe-
zielle angestrebte Polynukleotid oder Polypeptid, seine ausgelibte Funktion, seine dreidimensionale Struktur
(falls bekannt oder vermutet) sowie andere Aspekte des rationalen Drug Designs. Es kénnen auch Techniken
der kombinatorischen Chemie verwendet werden, um zahlreiche Permutationen von Kandidaten zu erzeugen.
Fachleute kdnnen geeignete Mittel zum Test ersinnen und/oder erhalten.

[0083] Die hier beschriebenen in vivo-Screening-Assays kdnnen gegenlber konventionellen Drug-De-
sign-Assays etliche Vorteile haben: 1) wenn ein Mittel in eine Zelle eintreten muss, um eine gewulnschte the-
rapeutische Wirkung zu erreichen, kann ein in vivo-Assay eine Angabe dariiber machen, ob das Mittel in eine
Zelle eintreten kann; 2) ein in vivo-Screening-Assay kann Mittel identifizieren, die in dem Zustand, in dem sie
zu dem Assaysystem gegeben werden, unwirksam zum Zeigen mindestens eines Charakteristikums sind, das
mit der Modulation der Polynukleotid- oder Polypeptidfunktion zusammenhangt, jedoch, nachdem sie sich in
einer Zelle befinden, durch zellulare Komponenten in einer solchen Weise modifiziert werden, dass sie wirksa-
me Mittel werden, 3) ein in vivo-Assaysystem erlaubt, was am wichtigsten ist, die Identifizierung von Mitteln,
die irgendeine Komponente eines Stoffwechselwegs beeinflussen, die letztendlich zu Charakteristika flhrt, die
mit Polynukleotid- oder Polypeptidfunktion zusammenhangen.

[0084] Das Screening kann allgemein durchgeflihrt werden, indem einer Probe geeigneter Zellen, die mit ei-
nem unter Verwendung der erfindungsgemalen Verfahren identifizierten Polynukleotid transfektiziert worden
sind, ein Mittel zugefiigt wird und die Wirkung, d h. Modulation einer Funktion des Polynukleotids oder des in
dem Polynukleotid kodierten Polypeptids, Gberwacht wird. Das Experiment schliel3t vorzugsweise eine Kon-
trollprobe ein, die das in Frage kommende Mittel nicht erhalt. Die behandelten und unbehandelten Zellen wer-
den danach durch jedes geeignete phanotypische Kriterium verglichen, einschlief3lich, aber nicht begrenzt auf
mikroskopische Analyse, Vitalitdtstest, Fahigkeit zur Replikation, histologische Untersuchung, die Konzentra-
tion einer speziellen RNA oder eines speziellen Polypeptids, die/das mit den Zellen zusammenhangt, das Ni-
veau der enzymatischen Aktivitat, welches von den Zellen oder Zelllysaten exprimiert wird, die Wechselwirkun-
gen der Zellen, wenn sie infektidsen Agentien ausgesetzt werden, und die Fahigkeit der Zellen zur Wechsel-
wirkung mit anderen Zellen oder Verbindungen. Unterschiede zwischen behandelten und unbehandelten Zel-
len zeigen Wirkungen, die auf das in Frage kommende Mittel zurlickzuflhren sind. Das Mittel hat optimaler-
weise eine grofiere Wirkung auf die experimentellen Zellen als auf Kontrollzellen. Zu geeigneten Wirtszellen
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gehdren, ohne darauf begrenzt zu sein, eukariotische Zellen, vorzugsweise Saugerzellen. Die Wahl der Zelle
hangt mindestens teilweise von der Art des vorgesehenen Assays ab.

[0085] Um Mittel zu testen, die die Expression eines Polynukleotids nach oben regulieren, wird eine geeignete
Wirkszelle, die mit einem interessierenden Polynukleotid transfektiziert ist, so dass das Polynukleotid expri-
miert ist (Expression schliet hier Transkription und/oder Translation ein) mit einem zu testenden Mittel in Kon-
takt gebracht. Ein Mittel wirde auf seine Fahigkeit getestet, zu erhéhter Expression von mRNA und/oder Po-
lypeptid zu flhren. Verfahren zur Herstellung von Vektoren und Transfektion sind in der Technik wohl bekannt.
"Transfektion" umfasst jedes Verfahren zur Einfihrung der exogenen Sequenz einschliellich beispielsweise
Lipofektion, Transduktion, Infektion oder Elektroporation. Das exogene Polynukleotid kann als nicht-integrier-
ter Vektor (wie ein Plasmid) aufrechterhalten bleiben, oder in das Wirtsgenom integriert werden.

[0086] Um Mittel zu identifizieren, die spezifisch Transkription aktivieren, kénnen Transkriptionsregulierungs-
regionen an ein Reportergen gelinkt werden und das Konstrukt an eine passende Wirtszelle addiert werden.
Der Begriff "Reportergen” bedeutet hier ein Gen, welches ein Genprodukt kodiert, das identifiziert werden kann
(d. h. ein Reporterprotein). Zu Reportergenen gehoéren, ohne darauf begrenzt zu sein, alkalische Phosphatase,
Chloramphenicol, Acetyltransferase, f-Galactosidase, Luciferase und griines Fluoreszenzprotein (GFP). Iden-
tifizierungsverfahren fir die Produkte von Reportergenen schlieRen enzymatische Assays und fluorimetrische
Assays ein, ohne darauf begrenzt zu sein. Reportergene und Assays zur Detektierung ihrer Produkte sind in
der Technik wohl bekannt und beispielsweise in Ausubel et al. (1987) und periodischen Aktualisierungen be-
schrieben. Reportergene, Reportergenassays und Reagenzkits sind auch aus kommerziellen Quellen leicht er-
haltlich. Zu Beispielen fir geeignete Zellen gehdren, ohne darauf begrenzt zu sein, Pilz-, Hefe-, Sduger- und
andere eukariotische Zellen. Ein durchschnittlich versierter Praktiker ist mit Techniken zur Transfektizierung
eukariotischer Zellen einschliefl3lich der Herstellung eines geeigneten Vektors, wie eines viralen Vektors, dem
Einschleusen des Vektors in die Zelle, wie durch Elektroporation, und dem Selektieren von Zellen, die trans-
formiert worden sind, wie durch Verwendung eines Reporter- oder Arzneimittelempfindlichkeitselements,
durchaus vertraut. Die Wirkung eines Mittels auf die Transkription von der Regulierungsregion in diesen Kon-
strukten wird durch die Aktivitat des Reportergenprodukts bewertet.

[0087] Neben dem Anstieg der Expression unter Bedingungen, unter denen sie wie bereits erwahnt norma-
lerweise unterdrickt wird, kdnnte die Expression herabgesetzt werden, wenn normalerweise eine Expression
erfolgen wirde. Ein Mittel sollte dies durch eine Abnahme der Transkriptionsrate bewirken, und das oben be-
schriebene Reportergensystem ware ein Mittel, um dies zu untersuchen. Die Wirtszellen zur Bewertung dieser
Mittel missten die Expression zulassen.

[0088] Zellen, die mRNA (von dem interessierenden Polynukleotid) transkribieren, kdnnten zur Identifizierung
von Mitteln verwendet werden, die die Halbwertszeit von mRNA und/oder die Translation von mRNA spezifisch
modulieren. Derartige Zellen wirden auch zur Bewertung der Wirkung eines Mittels auf die Verarbeitung
und/oder post-translationale Modifizierung des Polypeptids verwendet. Ein Mittel kdnnte die Menge des Poly-
peptids in einer Zelle modulieren, indem der Umsatz des Polypeptids modifiziert wird (d. h. die Halbwertszeit
erhoht oder verringert wird). Die Spezifizitat des Mittels in Bezug auf die mRNA und das Polypeptid wiirde
durch Untersuchen der Produkte in Abwesenheit des Mittels und durch Untersuchen der Produkte von nicht
verwandten mRNAs und Polypeptiden bestimmt. Fachleute kennen Verfahren zur Untersuchung der Halb-
wertszeit von mRNA, der Proteinverarbeitung und des Proteinumsatzes.

[0089] In vivo-Screeningverfahren kdnnen zur Identifizierung von Mitteln, die die Polypeptidfunktion durch die
Wechselwirkung mit dem Polypeptid direkt modulieren, auch brauchbar sein. Diese Mittel kbnnen normale Po-
lypeptid-Ligand-Wechselwirkungen blockieren, falls vorhanden, oder kdnnen diese Wechselwirkungen erho-
hen oder stabilisieren. Diese Mittel kbnnen auch eine Konformation des Polypeptids verandern. Die Wirkung
des Mittels kann unter Verwendung von Immunoprazipitationsreaktionen bestimmt werden. Es werden geeig-
nete Antikérper verwendet, um das Polypeptid und jedes eng damit assoziierte Protein auszufallen. Durch Ver-
gleichen der aus behandelten Zellen und aus unbehandelten Zellen immunoprazipitierten Polypeptide kann ein
Mittel identifiziert werden, das die Polypeptid-Ligand-Wechselwirkungen, soweit vorhanden, erhéht oder
hemmt. Polypeptid-Ligand-Wechselwirkungen kdénnen auch unter Verwendung von Vernetzungsreagentien
bewertet werden, die eine enge, jedoch nicht-kovalente Wechselwirkung zwischen Polypeptiden in eine kova-
lente Wechselwirkung umwandeln. Techniken zur Untersuchung von Protein-Protein-Wechselwirkungen sind
Fachleuten wohl bekannt. Techniken zur Untersuchung von Proteinkonformation sind Fachleuten ebenfalls
wohl bekannt.

[0090] Es sei auch darauf hingewiesen, dass Screening-Verfahren in vitro-Verfahren, wie zellfreie Transkrip-
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tions- oder Translatationssysteme, beinhalten kénnen. In diesen Systemen wird Transkription oder Translation
stattfinden gelassen, und ein Mittel wird auf seine Fahigkeit zur Modulierung der Funktion getestet. Fur einen
Assay, der bestimmt, ob ein Mittel die Translation von mRNA oder einem Polynukleotid moduliert, kann ein in
vitro-Transkriptions-/Translationssystem verwendet werden. Diese Systeme sind im Handel erhaltlich und lie-
fern ein in vitro-Mittel zur Produktion von mRNA, die einer interessierenden Polynukleotidsequenz entspricht.
Nachdem die mRNA hergestellt worden ist, kann sie in vitro Translation unterzogen werden, und die Transla-
tionsprodukte kénnen verglichen werden. Der Vergleich der Translationsprodukte zwischen einem in vitro-Ex-
pressionssystem, das kein Mittel enthalt (negative Kontrolle), mit einem in vitro-Expressionssystem, das ein
Mittel enthalt, zeigt, ob das Mittel die Translation beeinflusst. Der Vergleich von Translationsprodukten zwi-
schen Kontroll- und Testpolynukleotiden zeigt, ob das Mittel, wenn es auf dieser Ebene wirkt, selektiv Transla-
tion bewirkt (im Unterschied zum Bewirken der Translation in einer allgemeinen, unselektiven oder unspezifi-
schen Weise). Die Modulierung der Polypeptidfunktion kann auf vielerlei Weise bewirkt werden, einschliellich,
aber nicht begrenzt auf die oben aufgefihrten in vivo- und in vitro-Assays sowie die in vitro-Assay unter Ver-
wendung von Proteinpraparationen. Polypeptide kénnen aus natlrlichen oder rekombinanten Quellen extra-
hiert und/oder gereinigt werden, um Proteinpraparationen zu erzeugen. Ein Mittel kann einer Probe einer Pro-
teinpraparation zugefugt und die Wirkung Uberwacht werden, das bedeutet, ob und wie das Mittel auf ein Po-
lypeptid und seine Konformation, Faltung (oder andere physikalische Charakteristika), Bindung an andere Ein-
heiten (wie Liganden), Aktivitat (oder andere funktionale Charakteristika) und/oder andere Aspekte der Prote-
instruktur oder -funktionen wirkt, und dies wird als modulierte Polypeptidfunktion aufweisend angesehen.

[0091] Ineinem Beispiel fur einen Assay fur ein Mittel, das an ein durch ein Polynukleotid kodiertes Polypeptid
bindet, welches durch die hier beschriebenen Verfahren identifiziert wird, wird zuerst ein Polypeptid rekombi-
nant in einem prokariotischen oder eukariotischen Expressionssystem als natives oder Fusionsprotein expri-
miert, wobei ein Polypeptid (kodiert durch ein wie oben beschrieben identifiziertes Polynukleotid) mit einem gut
charakterisierten Epitop oder Protein konjugiert wird. Dann wird das rekombinante Polypeptid durch beispiels-
weise Immunoprazipitation unter Verwendung geeigneter Antikdrper oder Anti-Epitop-Antikdrper gereinigt,
oder durch Bindung an den immobilisierten Liganden des Konjugats. Eine aus Polypeptid oder Fusionsprotein
hergestellte Affinitatssdule wird dann zum Screening einer Mischung von Verbindungen verwendet, die geeig-
net markiert worden sind. Zu geeigneten Markierungen gehéren, ohne darauf begrenzt zu sein, Fluorochrome,
Radioisotope, Enzyme und Chemilumineszenzverbindungen. Die ungebundenen und gebundenen Verbindun-
gen kénnen durch Waschen unter Verwendung von verschiedenen Bedingungen (z. B. hoher Salzgehalt, De-
tergens) getrennt werden, die von Fachleuten routinemafig verwendet werden. Die unspezifische Bindung an
die Affinitdtssaule kann durch Vorreinigung der Verbindungsmischung unter Verwendung einer Affinitatssaule
minimiert werden, die lediglich das Konjugat oder das Epitop enthalt. Ahnliche Verfahren kénnen zum Scree-
ning auf ein oder mehrere Mittel verwendet werden, die um die Bindung an Polypeptide konkurrieren. Zusatz-
lich zu der Affinitatschromatographie gibt es andere Techniken, wie das Messen der Veranderung der Schmelz-
temperatur oder der Fluoreszenzanisotropie eines Proteins, die sich nach Binden eines anderen Molekiils ver-
andern wird. Zur Bestimmung der Bindungsaktivitat unterschiedlicher Mittel kann beispielsweise ein BlIAco-
re-Assay unter Verwendung eines Sensorchips (angeboten von Pharmacia Biosensor, Stitt et al. (1995) Cell
80: 661-670), der kovalent an Polypeptid gebunden ist, durchgefihrt werden.

[0092] Es sei auch darauf hingewiesen, dass die in vitro-Screening-Verfahren dieser Erfindung strukturelles
oder rationales Drug Design einschlie3en, wobei die Aminosauresequenz, dreidimensionale Atomstruktur oder
andere Eigenschaft (oder Eigenschaften) eines Polypeptids eine Basis zum Design eines Mittels liefern, von
dem erwartet wird, dass es an ein Polypeptid bindet. Allgemein werden das Design und/oder die Wahl der Mit-
tel in diesem Kontext durch mehrere Parameter beherrscht, wie Seite-an-Seite-Vergleich der Strukturen von
homologen Polypeptiden eines domestizierten Organismus und des Vorfahren, der erkennbaren Funktion des
angestrebten Polypeptid, seiner dreidimensionalen Struktur (falls bekannt oder vermutet) und andere Aspekte
des rationalen Drug Design. Es kénnen auch Techniken der kombinatorischen Chemie verwendet werden, um
zahlreiche Permutationen von in Frage kommenden Mitteln zu erzeugen.

[0093] In den erfindungsgemaflen Screening-Verfahren kommen auch nicht-menschliche, transgene, tieri-
sche und pflanzliche Systeme in Frage, die in der Technik bekannt sind.

[0094] Die oben beschriebenen Screening-Verfahren sind Primarscreens, die zum Detektieren von jeglichem
Mittel vorgesehen sind, das Aktivitat aufweisen kann, welche die Funktion eines Polynukleotids oder Polypep-
tids moduliert. Der Fachmann wird erkennen, dass wahrscheinlich Sekundarteste erforderlich sind, um ein Mit-
tel weiter zu bewerten. Ein Sekundarscreen kann beispielsweise das Testen des Mittels/der Mittel in einem In-
fektiositats-Assay mit Mausen und anderen Tiermodellen (wie der Ratte) beinhalten, die in der Technik bekannt
sind, oder an der domestizierten Pflanze oder dem domestizierten Tier selbst. Es wird zudem ein Zytotoxizi-
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tats-Assay als weitere Bestatigung durchgefiihrt, dass ein Mittel, das in einem Primarscreen positiv getestet
wurde, zur Verwendung in lebenden Organismen geeignet ware. Zu diesem Zweck ist jeder beliebige Zytoto-
xizitats-Assay geeignet, einschlieBlich beispielsweise dem MTT-Assay (Promega).

[0095] Die Erfindung schlief3t auch Mittel ein, die durch die hier beschriebenen Screening-Verfahren identifi-
ziert werden.

[0096] Die folgenden Beispiele werden Fachleuten zur naheren Erlauterung gegeben. Derartige Beispiele
werden als veranschaulichend angesehen und sollten daher nicht als die Erfindung einschréankend angesehen
werden. In dieser Anmeldung sind zahlreiche beispielhafte Modifikationen und Varianten beschrieben, und
Fachleuten ergeben sich weitere. Derartige Varianten werden als unter den Schutzumfang der hier beschrie-
benen und beanspruchten Erfindung fallend angesehen.

BEISPIELE
Beispiel 1: Aufbau der cDNA-Bibliothek

[0097] Eine cDNA-Bibliothek einer domestizierten Pflanze oder eines domestizierten Tieres wird mit einem
geeigneten Gewebe der Pflanze oder des Tieres aufgebaut. Ein durchschnittlich versierter Fachmann kennt
die geeigneten Gewebe, die gemal der interessierenden Aufgabenstellung zu analysieren sind. Alternativ
kann der gesamte Organismus verwendet werden. 1 Tage alte Pflanzensamlinge exprimieren beispielsweise
bekanntermafien die meisten Gene der Pflanze.

[0098] Die Gesamt-RNA wird aus dem Gewebe extrahiert (RNeasy kit. Quiagen; RNAse-freies Rapid Total
RNA Kit, 5 Prime-3 Prime, Inc.) und die Integritat und Reinheit der RNA werden gemaf konventionellen mole-
kularen Klonierungsverfahren bestimmt. Polo A+ RNA wird isoliert (Mini-Oligo(dT) Cellulose Spin-Saulen, 5
Prime-3 Prime, Inc.) und als Templat fir die reverse Transkription der cDNA mit Oligo (dT) als Primer verwen-
det. Die synthetisierte cDNA wird mit im Handel erhaltlichen Kits zum Klonieren behandelt und modifiziert. Die
Rekombinanten werden danach gepackt und in einer Wirtszelllinie vermehrt. Teile der verpackten Gemische
werden amplifiziert, und der Rest vor der Amplifizierung behalten. Die Bibliothek kann normalisiert werden, und
die Anzahl der unabhangigen Rekombinanten in der Bibliothek wird bestimmt.

Beispiel 2: Sequenzvergleich

[0099] Basierend auf einem in Frage kommenden Gen des domestizierten Organismus werden geeignete
Primer hergestellt und zur PCR-Amplifizierung der Vorfahren-cDNA entweder aus einer cDNA-Bibliothek oder
aus einer aus mRNA hergestellten cDNA verwendet. Die selektierten Vorfahren-cDNA-Klone aus der cDNA-Bi-
bliothek werden mit einem automatischen Sequenziergerat, wie einer ABI 377, sequenziert. Zur Durchfiihrung
der Sequenzierung werden Ublicherweise an dem Kloniervektor verwendete Primer, wie die M13 Universal-
und Reverse-Primer, verwendet. Bei Inserts, die durch Endsequenzierung nicht vollstandig sequenziert wer-
den, kdénnen farbstoffmarkierte Terminatoren oder individuell gefertigte Primer verwendet werden, um die rest-
lichen Licken zu flllen.

[0100] Die detektierten Sequenzdifferenzen werden anfangs auf Genauigkeit geprift, beispielsweise durch
Aufsuchen der Punkte, an denen es Unterschiede zwischen den domestizierten und Vorfahren-Sequenzen
gibt; durch Prifen des Sequenzfluorogramms (Chromatogramm), um zu ermitteln, ob die Basen, die in dem
domestizierten Organismus einzigartig zu sein scheinen, starken, klaren Signalen entsprechen, die fiir die ge-
nannte Base spezifisch sind; durch Prifen der Hits des domestizierten Organismus, um zu sehen, ob es mehr
als eine Sequenz gibt, die einer Sequenzanderung entspricht, sowie nach Bedarf nach anderen Verfahren, die
in der Technik bekannt sind. Mehrere Eintrage der Sequenz des domestizierten Organismus fir dasselbe Gen,
die dasselbe Nukleotid an einer Position haben, an der es in einer Vorfahrensequenz ein anderes Nukleotid
gibt, sprechen unabhéngig voneinander dafiir, dass die domestizierte Sequenz akkurat ist und die Anderung
von domestiziert zu Vorfahren signifikant ist. Derartige Veranderungen werden unter Verwendung von 6ffentli-
chen oder kommerziellen Datenbankinformationen und dem genetischen Kode verwendet, um zu bestimmen,
ob diese DNA-Sequenzanderungen zu einer Veranderung der Aminosauresequenz des kodierten Proteins fuh-
ren. Die Sequenzen kdénnen auch durch direktes Sequenzieren des kodierten Proteins untersucht werden.

Beispiel 3: Molekulare Evolutionsanalyse

[0101] Die zu vergleichenden Sequenzen der domestizierten Pflanze oder des domestizierten Tieres und des
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wilden Vorfahren werden K,/K¢-Analyse unterzogen. In dieser Analyse werden Offentlich zugéngliche oder
kommerziell erhéltliche Computerprogramme, wie Li 93 und INA, zur Bestimmung der Zahl der nicht-synony-
men Anderungen pro Stelle (K,), geteilt durch die Zahl der synonymen Anderungen pro Stelle (Ky), fir jede
untersuchte Sequenz wie oben beschrieben bestimmt. Es konnen Kodierregionen mit vollstandiger Lange oder
Teilsegmente einer Kodierregion verwendet werden. Je héher das K,/Ks-Verhéltnis ist, um so gréRer ist die
Wahrscheinlichkeit, dass eine Sequenz adaptive Evolution eingegangen ist. Die statistische Signifikanz von
K./Ks-Werten wird mit etablierten statistischen Verfahren und verfligbaren Programmen, wie dem T-Test, be-
stimmt.

[0102] Um die Signifikanz eines hohen K,/Ks-Verhéltnisses weiter zu stiitzen, kann die untersuchte domesti-
zierte Sequenz mit anderen evolutionar verwandten Spezies verglichen werden. Diese Vergleiche ermoglichen
die weitere Diskriminierung, ob die adaptiven evolutionaren Anderungen fiir die domestizierte Pflanzen- oder
Tierlinie einzigartig sind, verglichen mit anderen eng verwandten Spezies. Die Sequenzen kdnnen auch durch
direkte Sequenzierung des interessierenden Gens aus Vertretern mehrerer diverser domestizierter Populatio-
nen untersucht werden, um zu bewerten, bis zu welchem Grad die Sequenz in der domestizierten Pflanze oder
dem domestizierten Tier konserviert wird.

Beispiel 4: Aufbau der cDNA-Bibliothek

[0103] Eine cDNA-Bibliothek der Teosinte wird mit 1 Tag alten vollstandigen Teosinte-Samlingen oder ande-
ren geeigneten Pflanzengeweben aufgebaut. Aus dem Samlingsgewebe wird die gesamte RNA extrahiert, und
die Integritdt und Reinheit der RNA werden gemal konventionellen molekularen Klonierungsverfahren be-
stimmt. Poly A+ RNA wird gewahlt und als Templat fiir die Reverse-Transkription von cDNA mit Oligo (dT) als
Primer verwendet. Die synthetisierte cDNA wird mit im Handel erhaltlichen Kits zum Klonieren behandelt und
modifiziert. Die Rekombinanten werden danach gepackt und in einer Wirtszelllinie vermehrt. Teile der verpack-
ten Gemische werden amplifiziert, und der Rest vor der Amplifizierung behalten. Rekombinante DNA wird nach
etablierten Verfahren zum Transfektizieren von E. coli-Wirtszellen verwendet. Die Bibliothek kann normalisiert
werden, und die Anzahl der unabhangigen Rekombinanten in der Bibliothek wird bestimmt.

Beispiel 5: Sequenzvergleich

[0104] Statistisch ausgewahlte Teosinte-cDNA-Klone aus der cDNA-Bibliothek wurden mit einem automati-
schen Sequenziergerat, wie einer ABI 377, sequenziert. Zur Durchfihrung der Sequenzierung werden ubli-
cherweise an dem Kloniervektor verwendete Primer, wie die M13 Universal- und Reverse-Primer, verwendet.
Bei Inserts, die durch Endsequenzierung nicht vollstandig sequenziert werden, wurden farbstoffmarkierte Ter-
minatoren verwendet werden, um die restlichen Liicken zu fiillen.

[0105] Die resultierenden Teosintesequenzen wurden mittels Datenbank-Recherchen mit den Sequenzen
von domestiziertem Mais verglichen. Genomdatenbanken fur zahlreiche Spezies einschliellich Mais sind 6f-
fentlich oder kommerziell zugéanglich. Ein Beispiel fir eine Mais-Datenbank findet sich auf www.central.edu/ho-
mepages/liedlb/genetics/gene-site.html. Andere geeignete Mais-EST (exprimiertes Sequenz-Tag)-Datenban-
ken sind in Privatbesitz und werden privat gepflegt. Die hochrangigen "Hits", d. h. Sequenzen, die nach Homo-
logieanalysen eine signifikante (z. B. > 80%) Ahnlichkeit zeigen, werden abgerufen und analysiert. Die beiden
homologen Sequenzen werden danach unter Verwendung des von Higgins et al. entwickelten Alignment-Pro-
gramms CLUSTAL V Alignment unterzogen. Durch das Alignment kann jegliche Sequenzdivergenz einschlief3-
lich Nukleotidsubstitution, Insertierung und Deletion detektiert und aufgezeichnet werden.

[0106] Die detektierten Sequenzdifferenzen werden anfangs auf Genauigkeit geprift, beispielsweise durch
Aufsuchen der Punkte, an denen es Unterschiede zwischen den Teosinte- und Maissequenzen gibt; durch Pru-
fen des Sequenzfluorogramms (Chromatogramm), um zu ermitteln, ob die Basen, die in Mais einzigartig zu
sein scheinen, starken, klaren Signalen entsprechen, die fir die genannte Base spezifisch sind; durch Prifen
der Hits des Mais, um zu sehen, ob es mehr als eine Maissequenz gibt, die einer Sequenzanderung entspricht,
sowie nach Bedarf nach anderen Verfahren, die in der Technik bekannt sind. Mehrere Eintrage der Maisse-
quenz fir dasselbe Gen, die dasselbe Nukleotid an einer Position haben, an der es in einer Vorfahrensequenz
ein anderes Nukleotid gibt, sprechen unabhangig voneinander dafir, dass die Maissequenz akkurat ist und die
Anderung von Teosinte zu Mais real ist. Derartige Veranderungen werden unter Verwendung von &ffentlichen
oder kommerziellen Datenbankinformationen und dem genetischen Kode untersucht, um zu bestimmen, ob
diese DNA-Sequenzanderungen zu einer Veranderung der Aminosauresequenz des kodierten Proteins fiih-
ren. Die Sequenzen kdénnen auch durch direktes Sequenzieren des kodierten Proteins untersucht werden.
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Beispiel 6: Molekulare Evolutionsanalyse

[0107] Die zu vergleichenden Teosinte- und Maissequenzen wurden K,/K¢-Analyse unterzogen. In dieser
Analyse werden o6ffentlich zugangliche oder kommerziell erhéaltliche Computerprogramme, wie Li 93 und INA,
zur Bestimmung der Zahl der nicht-synonymen Anderungen pro Stelle (K,), geteilt durch die Zahl der synony-
men Anderungen pro Stelle (Kj), fiir jede untersuchte Sequenz wie oben beschrieben bestimmt. Es ist gezeigt
worden, dass dieses Verhaltnis, K,/Kg, den Grad widerspiegelt, bis zu dem die adaptive Evolution, d. h. positive
Selektion, in der untersuchten Sequenz gewirkt hat. Typischerweise sind Kodierregionen mit vollstandiger Lan-
ge in diesen Vergleichsanalysen verwendet worden. Es kénnen jedoch auch Teilsegmente einer Kodierregion
effektiv verwendet werden. Je hdéher das K,/Ks-Verhaltnis ist, um so groRer ist die Wahrscheinlichkeit, dass
eine Sequenz adaptive Evolution eingegangen ist. Die statistische Signifikanz von K,/Ks-Werten wird mit eta-
blierten statistischen Verfahren und verfligbaren Programmen, wie dem T-Test, bestimmt. Jene Gene, die sta-
tistisch hohe K,/Ks-Verhaltnisse zwischen Teosinte- und Maisgenen zeigen, sind sehr wahrscheinlich adaptive
Evolution eingegangen.

[0108] Um die Signifikanz eines hohen K,/Ks-Verhaltnisses weiter zu stiitzen, kann die untersuchte Sequenz
mit anderen Vorfahren-Maisspezies verglichen werden. Diese Vergleiche ermdglichen die weitere Diskriminie-
rung, ob die adaptiven evolutiondren Anderungen fiir die domestizierte Maislinie einzigartig sind, verglichen
mit anderen Vorfahren. Die Sequenzen kénnen auch durch direkte Sequenzierung des interessierenden Gens
aus Vertretern mehrerer diverser Maispopulationen untersucht werden, um zu bewerten, bis zu welchem Grad
die Sequenz in den Maisspezies konserviert wird.

Beispiel 7: Anwendung des K,/Ks-Verfahrens auf homologe Sequenzen von Mais und Teosinte, die aus einer
Datenbank erhalten wurden

[0109] Der Vergleich der Sequenzen von domestiziertem Mais und Teosinte, die auf Genbank erhaltlich wa-
ren (www.ncbi.nlm.gov/Web/Genbank/index.html), zeigte mindestens vier homologe Gene: waxy, A1*, A1 und
globulin. Alle verfugbaren Sequenzen fir diese Gene fir sowohl Mais als auch Teosinte wurden verglichen.
Die K,/Ks-Verhaltnisse wurden mit Li93 und/oder INA verglichen:

Gen durchschnittliche Zahl der syno- durchschnittliche Zahl der nicht- Ki/Ks
nymen Substitutionen synonymen Substitutionen

Waxy 4 1 0,068

A1* 10 3 0,011

A, 3 2 0,44-0,89

Globulin 10 7 0,42

[0110] Obwohl man erwartet hatte, dass der Polymorphismus (mehrere allele Kopien) und/oder die Polyploi-
ditdt (mehr als zwei Chromosomensétze pro Zelle), die bei Mais beobachtet wurden, die K,/Ks-Analyse kom-
plex oder schwierig machen wiirden, wurde gefunden, dass dies nicht der Fall war.

[0111] Wahrend die obigen K,/Ks-Werte zeigten, dass diese Gene nicht positiv selektiviert wurden, illustriert
dieses Beispiel, dass das K,/Ks-Verfahren fir Mais und seine Teosinte-Sequenzen verwendet werden kann,
die aus einer Datenbank erhalten wurden.

Beispiel 8: Untersuchung der Proteinfunktion unter Verwendung einer transgenen Pflanze

[0112] Die funktionalen Rollen eines positiv selektierten Maisgens, das nach den Verfahren von Beispielen 4
bis 7 erhalten wurde, kdnnen bewertet werden, indem Bewertungen jedes Allelen des Gens in einer transge-
nen Maispflanze durchgefiihrt werden. Eine transgene Pflanze kann durch eine Anpassung des in Peng et al.
(1999) Nature 400:256-261 beschriebenen Verfahrens erzeugt werden. Physiologische, morphologische
und/oder biochemische Untersuchung der transgenen Pflanze oder ihrer Proteinextrakte ermdglichen die As-
soziation jedes Allelen mit einem speziellen Phanotyp.

Beispiel 9: Kartieren von positiv selektierten Genen auf QTLs
[0113] QTL (Quantitative trait locus (Eigenschafts-Ort))-Analyse hat Chromosomenregionen definiert, welche

die Gene enthalten, die mehrere interessierende phanotypische Eigenschaften in Mais kontrollieren, ein-
schlieBlich Pflanzenhdhe und Olgehalt. Durch Kartieren jedes nach diesem Verfahren identifizierten positiv se-
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lektierten Gens auf einen der bekannten QTLs kann die spezielle Eigenschaft, die durch jedes positiv selek-
tierte Gen kontrolliert wird, rasch und eindeutig identifiziert werden.

[0114] Obwohl die vorhergehende Erfindung in einigen Details zur Deutlichkeit und zum Verstandnis veran-
schaulicht und beispielhaft beschrieben wurde, wird Fachleuten klar werden, dass bestimmte Anderungen und
Modifikationen durchgeflihrt werden kénnen. Daher sollen die Beschreibung und die Beispiele nicht als den
Schutzumfang der Erfindung einschrankend angesehen werden, welcher durch die angefligten Anspriiche ge-
geben ist.

Patentanspriiche

1. Verfahren zum Identifizieren einer Polynukleotidsequenz, die ein Polypeptid eines domestizierten Orga-
nismus kodiert, wobei das Polypeptid mit einer kommerziell oder asthetisch relevanten Eigenschaft assoziiert
sein kann, die in dem domestizierten Organismus, verglichen mit einem wilden Vorfahren des domestizierten
Organismus, einzigartig, verbessert oder verandert ist, bei dem
(a) man Protein kodierende Nukleotidsequenzen des domestizierten Organismus mit Protein kodierenden Nu-
kleotidsequenzen des wilden Vorfahren vergleicht, und
(b) man eine Protein kodierende Polynukleotidsequenz in dem domestizierten Organismus auswahlt, die eine
Nukleotidveranderung enthalt, die verglichen mit einer entsprechenden Sequenz in dem wilden Vorfahren evo-
lutionar signifikant ist, definiert durch ein Verhaltnis (Ka/Ks) der nicht-synonymen Substitutionsrate (Ka) zu der
synonymen Substitutionsrate (Ks) in der partiellen oder vollstdndigen Protein kodierenden Polynukleotidse-
quenz von = 0,75.

2. Verfahren nach Anspruch 1, bei dem man weiter die gewahlte Sequenz hinsichtlich von molekularen/ge-
netischen Identitaten und biologischer Funktion charakterisiert.

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, bei dem der domestizierte Organismus eine domestizierte Pflanze
ist, deren Vorfahre bekannt ist.

4. Verfahren nach Anspruch 3, bei dem die Eigenschaft Ertrag, Kurztagblihen (short day length flowering),
Protein- oder Olgehalt, Geschmack, Leichtigkeit der Ernte oder Krankheits- oder Diirreresistenz ist.

5. Verfahren nach Anspruch 3 oder 4, bei dem die domestizierte Pflanze Mais, Reis, Tomate oder Kartoffel
ist.

6. Verfahren nach Anspruch 6, bei dem die domestizierte Pflanze Mais ist und der wilde Vorfahre Teosinte
ist.

7. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, bei dem der domestizierte Organismus ein domestiziertes Tier ist,
dessen Vorfahre bekannt ist.

8. Verfahren nach Anspruch 7, bei dem die Eigenschaft Fett- oder Proteingehalt, Milchproduktion, Zeit bis
zur Reife, Fligsamkeit, Fruchtbarkeit oder Krankheitsresistenz ist.

9. Verfahren nach Anspruch 7 oder 8, bei dem das domestizierte Tier ein Schwein, Rind (Vieh), Pferd,
Hund oder eine Katze ist.

10. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, bei dem die verglichenen Sequenzen cDNA
sind.

11. Verfahren zur Identifizierung eines Mittels, welches die Eigenschaft von Anspruch 1 modulieren kann,
bei dem man mindestens ein in Frage kommendes Mittel mit einer Zelle oder einem nicht menschlichen trans-
genen Organismus kontaktiert, die bzw. der die in Anspruch 1 identifizierte Polynukleotidsequenz exprimiert,
wobei das Mittel durch seine Fahigkeit identifiziert wird, Funktionen des Polypeptids zu modulieren, das durch
das in Anspruch 1 identifizierte Polynukleotid kodiert wird.

12. Verfahren zum Korrelieren einer evolutionar signifikanten Nukleotidveranderung mit der Eigenschaft
nach Anspruch 1, bei dem
(a) man eine Nukleotidsequenz nach Anspruch 1 identifiziert und
(b) man die funktionale Wirkung der Anwesenheit oder Abwesenheit der identifizierten Sequenz in dem domes-
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tizierten Organismus analysiert.

Es folgt kein Blatt Zeichnungen
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