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Drosophila melanogaster ist wahrscheinlich
der genetisch am besten charakterisierte
Vielzeller. Dennoch ist selbst bei diesem
Modellorganismus nur etwa jedes zehnte
der 13.500 annotierten Gene molekular
und funktional charakterisiert. Um nach
der strukturellen Aufklärung des
Drosophila-Genoms auch die funktionelle
Aufklärung voranzubringen, hat sich das
Göttingen X-Chromosomen-Projekt (GXP)
das Ziel gesetzt, das X-Chromosom von
Drosophila systematisch mit Transposon-
Insertionen abzusättigen. Die daraus
isolierten Einzelinsertionslinien stellen ein
ausgezeichnetes Material dar für eine
funktionale Analyse X-chromosomaler
Gene. Die so gewonnenen Erkenntnisse
werden nicht nur für „Drosophilisten“ von
Bedeutung sein, sondern auch eine
wichtige Mittlerrolle für das Verständnis
des humanen Genoms spielen.

� In März 2000 wurde die erste Version der
vollständigen Sequenzierung vom euchro-
matischen Anteil des Genoms von Drosophi-
la melanogaster publiziert (ADAMS et al., 2000).
Eine verbesserte zweite Version folgte im
Oktober desselben Jahres und die endgül-
tige, lückenlose Version dieser 120 Mega-
basen (Mb) wird in Kürze vom „Berkeley
Drosophila Genome Project „(BDGP) bereit-
gestellt werden. Damit wäre dann die struk-
turelle Analyse des Drosophila-Genoms ab-
geschlossen, wenn man von den etwa 60 Mb
großen heterochromatischen Bereichen ab-
sieht, die zumeist aus schwer klonier- und
sequenzierbaren mittel- und hochrepetiti-
ven Sequenzen bestehen. Als Ergebnis der
Genomsequenzierung sind zur Zeit etwa
13.500 Gene annotiert, die für ein Protein
kodieren. Überraschenderweise ist davon
nur eine Minderheit von etwa 10% genetisch
und molekular charakterisiert (RUBIN und
LEWIS, 2000), obwohl Drosophila mit seiner
nun 90-jährigen Tradition als Modellorga-
nismus als der genetisch best untersuchte
Vielzeller gilt. Um entsprechende Daten für
die restlichen 90% der Gene bereitzustellen
und damit das gesamte Drosophila-Genom

auch funktional zu analysieren, gibt es welt-
weit verschiedene systematische Ansätze
(Übersicht in SCHÄFER und JÄCKLE, 2001).
Hiervon erhofft sich nicht nur die „Droso-
phila community“ ein besseres Verständnis
„ihres“ Organismus’, sondern die evolutio-
näre Konserviertheit von vielen Genen in
Struktur und Funktion verspricht auch, Hil-
festellung bei der Analyse der menschlichen
Genfunktionen zu erbringen.

Suche nach Mutationen in essenziellen
X-chromosomalen Genen

Unsere Arbeitsgruppe hat sich die funktio-
nale Analyse der X-chromosomalen Gene
zum Ziel gesetzt und ergänzt damit die An-
strengungen von BDGP, die autosomalen
Gene zu charakterisieren (SPRADLING et al.,
1999). Nach der aktuellen Annotierung ko-
dieren die knapp 22 Mb X-chromosomalen
Euchromatins für 2290 Gene, von denen et-
wa 800 als essenziell eingestuft werden. Dar-

unter versteht man solche Gene, die nach
Totalausfall (Nullmutation, „knock out“)
Letalität oder seltener Sterilität bzw. einen
anderen deutlich erkennbaren Phänotyp be-
wirken (s.a. unten). Da X-chromosomale
Mutationen, die zu Letalität oder Sterilität
führen, in den hemizygoten Männchen di-
rekt zur Wirkung kommen, ist eine geneti-
sche Analyse nur dann möglich, wenn sie
durch eine Duplikation an anderer Stelle im
Genom abgedeckt sind. Da brauchbare Du-
plikationen nur für bestimmte Abschnitte
existieren, ist eine funktionale Charakteri-
sierung X-chromosomaler Gene von Natur
aus komplizierter. Es verwundert daher
nicht, dass analoge Untersuchungen an auto-
somalen Genen weiter fortgeschritten sind. 

Das Göttingen X-Chromosomen-Projekt
(GXP) ist eine der vom Deutschen Human-
genom-Projekt (DHGP) geförderten Stu-
dien, Gene bei Modellorganismen funktio-
nal zu charakterisieren. Der vom GXP ein-
geschlagene Weg besteht darin, systematisch
Linien von Drosophila zu erzeugen, die ein
transponierbares Element an unterschied-
lichen Positionen im X-Chromosom inseriert
haben, so dass letztendlich jedes Gen mit
diesem molekularen Marker versehen wird.
Als Transposons haben wir dabei in vitro ver-
änderte Derivate des bei Drosophila natür-
lich vorkommenden P-Elementes eingesetzt
(s. Abb.1). Das P-Element ist das am besten
analysierte der vielen Drosophila-Transpo-
sons und aus der Molekulargenetik mit der
Fliege nicht mehr wegzudenken. Das beruht
vor allem auf der Möglichkeit des Gen-
transfers mittels der stabilen Transformation
von Keimzellen. Ein anderer häufig genutz-
ter Aspekt der P-Technologie ist die Erzeu-
gung von Einzelinsertionslinien durch er-
neute Mobilisierung eines bereits vorhan-
denen P-Elementes nach Einkreuzen einer
stabilen Transposasequelle, wiederum in
Form eines speziellen P-Elementes. Genau
diese Technik kommt auch bei dem GXP
zum Einsatz.

In einem ersten Ansatz, bei dem wir nur
nach P-Insertionen gesucht haben, die eine
erkennbare Mutation verursacht und damit
ein essenzielles Gen getroffen haben, wur-
de das P{lacW}-Element (BIER et al., 1989; s.a.
Abb. 1) eingesetzt. Dieses P-Element verfügt

Abb. 1: Schematische Darstellung verschiedener
P-Elemente. Oben das natürlich vorkommende,
vollständige P-Element mit 2907 bp Länge. Mitte
der „enhancer trap“-Vektor P{lacW} von etwa
10 kb Länge. Unten der zur Misexpression von
benachbarten Genen geeignete Vektor P{Mae-
UAS.6.11} mit einer Länge von 8,7 kb, wobei das
5’-Ende mit dem UAS-vermittelten Transkriptions-
start bei Nukleotid 380 vergrößert dargestellt
ist. Die Dreiecke stehen für die 31 bp langen
invertierten Wiederholungen an den P-Enden;
weitere Erklärungen im Text. 
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über die so genannte „enhancer trap“-Funk-
tion. Das bedeutet, dass das bakterielle lacZ-
Gen im P{lacW}, das unter der Kontrolle des
extrem schwachen P-Promotors steht, nur
dann transkribiert wird, wenn Enhancer-Se-
quenzen aus der Nähe auf den Promotor ein-
wirken. Die dann resultierende Aktivität ist
leicht über einen histochemischen oder im-
munologischen Nachweis des lacZ-Genpro-
duktes, der β-Galaktosidase, zu erkennen (s.
Abb. 2). Inseriert z. B. das P{lacW} in der Nä-
he eines muskelspezifischen Enhancers, so
wird das lacZ-Gen entsprechend nur im
Muskel exprimiert. Umgekehrt gilt dann
auch, dass eine auf die Muskeln beschränk-
te lacZ-Expression auf einen muskelspezifi-
schen Enhancer in der Nähe des P{lacW} hin-
weist (= „enhancer trap“). Das wiederum
spricht dafür, dass in der Nähe ein Droso-
phila-Gen liegt, welches im Muskel expri-
miert wird und welches durch die P-Inser-
tion mutiert wurde. Damit kann die räumli-
che und zeitliche Verteilung der β-Galakto-
sidase-Expression einen ersten Hinweis auf
die Funktion des betroffenen Gens geben.
Als Beispiel zeigt Abb. 2 die lacZ-Genakti-
vität einer Insertionslinie, die wegen Stö-
rungen der Gastrulation embryonal letal ist.
β-Galaktosidase ist in den Mitteldarmanla-
gen in frühen Embryonen und in einem spä-
teren Stadium im Mitteldarm, dem peri-
pheren Nervensystem und der Amniosero-
sa, dem extraembryonalen Gewebe, nach-
weisbar. Die Integration von P{lacW} konn-
te in dieser Linie auf die Position 340 bp vor
dem Transkriptionsstart von pebbled kartiert
werden, einem X-chromosomalen Gen, von
dem bekannt ist, dass es ein identisches Ex-
pressionsmuster hat und dass ein Ausfall zu
Gastrulationsdefekten führt. Derartige gute
Übereinstimmungen zwischen „enhancer
trap“-Muster und Expressionsdomänen des
betroffenen Gens sind in unseren Linien
sehr häufig gefunden worden und sprechen
damit für den diagnostischen Wert dieser
Methode. 

Insgesamt wurden in dieser Versuchsrei-
he aus mehr als 50.000 Einzelpaarzuchten
mit einer zufallsgemäßen Neuinsertion des
P{lacW} im gesamten Genom über 500 Li-
nien isoliert, die in einem essenziellen Gen
mutiert sind (PETER et al., 2002). In gut 90%
der Linien liegt nur eine einzige P{lacW}-In-
tegration auf dem X-Chromosom vor, was ei-
ne Voraussetzung für die funktionale Analy-
se des betroffenen Gens ist. Die molekula-
re Analyse der Insertionsstellen hat weiter-
hin gezeigt, dass in dieser Kollektion etwa
200 verschiedene Gene und damit ein Vier-
tel der essenziellen X-chromosomalen Ge-
ne betroffen sind. Noch wichtiger ist aber,
dass in über 130 dieser Fälle zum ersten Ma-
le ein Phänotyp mit einer molekular defi-
nierten Mutation in einem Gen korreliert
werden konnte. Damit sind diese Linien ein
idealer Einstieg in die funktionale Analyse
der betroffenen essenziellen Gene.

Phänotyp-unabhängige Isolierung
X-chromosomaler Transposon-Insertionen 

Nun ist aber bekannt, dass die Mehrzahl al-
ler Gene gar nicht essenziell ist. Schätzun-
gen gehen bei der Hefe Saccharomyces cerevi-
siae, dem Fadenwurm Caenorhabditis elegans
und Drosophila von etwa 60% der Gene aus
(MIKLOS und RUBIN, 1996), und ein ähnlicher
Wert dürfte auch für Säugergenome gelten.
Das heißt, dass ein Totalausfall in all diesen
Genen in den üblichen „loss-of-function-
screens“ nicht zu einem erkennbaren Phä-
notyp führt. Einer der Gründe könnte darin
liegen, dass im Genom ein weiteres, ver-
wandtes Gen existiert, das den Ausfall des
einen Genes zumindest weitestgehend kom-
pensiert. Damit sind die einzeln für sich ge-
nommen nicht-essenziellen Gene nur dann
funktional analysierbar, wenn beide Gene
gleichzeitig ausgeschaltet sind. Die hierzu
nötigen Informationen liegen dank der ab-
geschlossenen Genomprojekte ja vor. Ein
anderer Weg zu einer funktionalen Analyse

dieser „phänotypisch stillen“ Gene könnte
ein Suche nach „gain-of-function“-Mutatio-
nen bringen. Solche „Zugewinn-Mutatio-
nen“ können z. B. nach Über- oder Misex-
pression eines Gens auftreten. Das hierzu
bevorzugte System für Drosophila basiert auf
der Genaktivierung mittels des Hefetrans-
kriptionsfaktors GAL4 (BRAND und PERRI-
MON, 1993). Hierzu benötigt man zum einen
ein Transgen, das GAL4 exprimiert, und
zum anderen ein zweites Transgen, das Bin-
dungsstellen für GAL4, die so genannten
UAS-Stellen („upstream activating sequen-
ces“), vor einem Minimalpromotor enthält.
Werden beide Komponenten in eine Fliege
gebracht, so wird das den UAS-Stellen nach-
geschaltetete Gen unter der Kontrolle von
GAL4 reguliert. Hierauf und auf der Präfe-
renz der P-Elemente, bevorzugt in die Re-
gion um den Transkriptionsstart zu inserie-
ren, basierend hat P. Rørth (1996) eine Me-
thode für einen „gain-of-function screen“
entwickelt, bei dem ein UAS-gesteuerter
Promotor in einem P-Element so positioniert
ist, dass ein der zufälligen Insertion benach-
bartes Gen mit transkribiert wird (s.u.). 

Wir haben dieses Schema modifiziert, um
unseren Mutagenese-Ansatz mit dem Trans-
poson P{Mae-UAS.6.11} (CRISP und MERRI-
AM, 1997; s. Abb. 1) durchzuführen. Für die-
sen Vektor haben wir uns entschieden, da
er mit dem yellow+-Gen einen anderen se-
lektierbaren Marker als das sonst übliche
white+-Gen trägt. Damit halten wir uns die
Möglichkeit offen, das P{Mae-UAS.6.11} im
Bedarfsfalle relativ einfach gegen andere P-
Vektoren austauschen zu können (SEPP und
AULD, 1999). Das Kreuzungsschema ist ver-
gleichbar mit dem, das bei der Suche nach
Mutationen in essenziellen X-chromosoma-
len Genen benutzt wurde (PETER et al.,
2002). Ausgehend von einer Insertion auf ei-
nem genetisch dominant markierten Auto-
som wird das P{Mae-UAS.6.11}-Element
durch das Einkreuzen einer P-Transposase-
Quelle remobilisiert. Weibchen, die das
Transposon, nicht aber den dominanten
Marker tragen und daher eine Neuinsertion
anzeigen, werden einzeln weitergekreuzt.
Anhand von entsprechend angelegten Kreu-
zungen kann dann in der F3-Generation ei-
ne X-chromosomale Integration erkannt
werden. Weitere Kreuzungen gewährleisten
dann, dass die jeweilige Insertionslinie sta-
bil gehalten werden kann, sei es als homo-
zygote oder als heterozygote, balanzierte Li-
nie. Bis jetzt haben wir in diesem neuen An-
satz aus über 11.000 Einzelpaarzuchten et-
wa 1.000 X-chromosomale Insertionslinien
isoliert.

Welche dieser Linien wir endgültig be-
halten, hängt allein von der Position und
Orientierung des P{Mae-UAS.6.11} im X-
Chromosom ab. Da bekannt ist, dass es be-

Abb. 2: lacZ-Expressionsmuster einer letalen
Insertionslinie. Der histochemische Nachweis der
lacZ-Genaktivität erfolgt über einen primären
ββ-Galaktosidase-Antikörper und einen sekun-
dären Peroxidase-gekoppelten Antikörper. Oben
ist ein frühes Embryonalstadium (verlängerter
Keimstreif, Gastrulation) und unten ein spätes
Stadium (Ende der Keimstreifverkürzung) dar-
gestellt. Die Abkürzungen stehen für Amnio-
serosa (As), Mitteldarmanlagen (Ma), Mitteldarm
(Md) und peripheres Nervensystem (PNS).
Die Embryonen sind so orientiert, dass anterior
links und dorsal oben liegt. Vergleichbare Bilder
liegen von allen Insertionslinien mit lacZ-
Expression in der FlyView-Datenbank vor
(Janning, 1997; http://flyview.uni-muenster.de/).
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vorzugte Insertionsstellen, so genannte „hot
spots“, für P-Elemente im Genom gibt
(SPRADLING et al., 1999; PETERS et al., 2002),
sollen frühzeitig Insertionen in der Nähe der
Integrationsstelle einer bereits isolierten Li-
nie erkannt werden, um einen möglichst nie-
drigen Aufwand zum Halten der Kollektion
zu haben. Dementsprechend wird als erstes
die Insertionsstelle per inverser PCR (OCH-
MAN et al., 1988) amplifiziert und anschlie-
ßend die Sequenz bestimmt. Mit dieser Se-
quenz wird anschließend durch eine Suche
in der gesamten Drosophila-Sequenzdaten-
bank des BDGP die Insertionsstelle auf das
Nukleotid genau bestimmt. Dabei sind im
allgemeinen Sequenzen von 20 und mehr
Nukleotiden ausreichend, um die Position
eindeutig zu bestimmen. Ausnahmen hier-
von sind Insertionen in repetitiver DNA
oder in anderen, natürlich vorkommenden
Transposons; derartige Linien werden nicht
weiter gehalten. Das gleiche gilt auch für Li-
nien, deren Integrationsstelle nahe bei einer
bereits isolierten liegt. Als hauptsächliches
Kriterium der Nähe und damit des Verwer-
fens der neuen Linie haben wir eine Distanz
von maximal 10 kb definiert, da das in etwa
dem durchschnittlichen Abstand von Gen zu
Gen in Drosophila entspricht (ADAMS et al.,

2000). Als Resultat der molekularen Analy-
se von unter 900 Linien haben wir zur Zeit
knapp 500 dem Kriterium entsprechende,

unterschiedliche Linien etabliert. Darunter
befindet sich eine Vielzahl von Insertionen,
die – auch im Vergleich zu dem ersten Mu-
tagenese-Ansatz – neue, noch nicht analy-
sierte Gene molekular markieren. Da nach
Remobilisierung eines P-Elementes häufig
kleinere Deletionen als Folge eines „unprä-
zisen Ausschneidens“ entstehen, kann man
in all diesen Fällen Funktionsverlust-Muta-
tionen induzieren, die zur funktionalen Ana-
lyse eingesetzt werden können, sofern sie
auch einen erkennbaren Phänotyp aufwei-
sen.

Abb. 3: Nachweis der GAL4-kontrollierten Genak-
tivität in einer P{Mae-UAS.6.11}-Insertionslinie.
Oben ist schematisch die Position und Orientie-
rung des P-Vektors (Dreieck) vor dem elav-Gen
dargestellt; damit ist eine Überexpression von
elav nach Einkreuzen eines Treibers möglich.
Darunter ist der histochemische Nachweis der
elav-Genaktivität in Embryonen unterschiedlichen
Alters über einen primären elav-Antikörper und
einen sekundären Peroxidase-gekoppelten Anti-
körper gezeigt; die GAL4-Aktivität ist durch die
Auswahl des Treibers auf die Expressionsdo-
mänen von engrailed beschränkt, d.h. auf einen
Teil jedes Segmentes. Orientierung und Alter der
Embryonen wie in Abb. 2; weitere Erklärungen im
Text.
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Von den Insertionslinien zeigt nur ein ge-
ringer Anteil (etwa 3%) einen direkt durch
die Insertion selbst hervorgerufenen Phäno-
typ. Um neben diesen vermutlichen Funk-
tionsverlust-Mutationen die Häufigkeit von
„Zugewinn-Mutation“ in unseren Linien
bestimmen zu können, haben wir in über
400 dieser etablierten Linien einen „Trei-
ber“, d.h. ein P-Element mit einem GAL4-
Gen eingekreuzt, das unter der Kontrolle des
Drosophila Actin5C-Promotors steht und da-
mit ubiquitär exprimiert wird. In knapp 70%
der Linien wurde dadurch kein erkennbarer
Phänotyp hervorgerufen. In etwa jeder
sechsten Linie waren aber die Nachkom-
men, die beide P-Elemente hatten, letal.
Weitere gut 10% der Linien waren semiletal,
d.h. sie traten zu weniger als der Hälfte der
Nachkommen auf, die nur das P{Mae-
UAS.6.11}-Element hatten. Daneben wur-
den auch wenige Fälle mit phänotypisch er-
kennbaren Veränderungen beobachtet, die
zumeist die Borstenbildung oder die Flügel-
entwicklung betrafen. Insgesamt hat dem-
nach nahezu jede dritte Insertionsstelle
durch falsche Expression des benachbarten
Gens eine „Zugewinn-Mutation“ verur-
sacht.

Dass diese „Zugewinn-Mutation“ kein
unspezifischer Effekt des Systems ist, son-
dern direkt von der Position des P{Mae-
UAS.6.11}-Elementes im Genom abhängt,
haben wir vielfach überprüft. So erbringen
Integrationen an nahezu identischen geno-
mischen Stellen stets den gleichen Phäno-
typ nach Einkreuzen desselben Treibers, so-
fern die gleiche Orientierung gewahrt bleibt.
Letzteres muss auch sein, da das P{Mae-
UAS.6.11}-Element nur in einer Richtung,
nämlich seinem 5’-Ende aktivieren kann.
Wird statt eines ubiquitären Treibers ein
Treiber genommen, der nur in bestimmten
Geweben und/oder zu bestimmten Ent-
wicklungszeiten GAL4 produziert, so wer-
den nur in relativ wenigen Linien Phänoty-
pen erzeugt. Wie zu erwarten gehören aber
all diese Linien zu denen, die eine zumin-
dest gleich starke „Zugewinn-Mutation“
nach Einkreuzen des generellen Treibers
aufweisen. 

Ein weiterer Beweis für die kontrollierte
Aktivität, die in diesem System auf benach-
barte Gene ausgeübt werden kann, ist in
Abb. 3 dargestellt. In einer Linie ist das
P{Mae-UAS.6.11}-Element zufällig 458 bp
vor dem gut untersuchten elav-Gen inseriert
und zwar so, dass die GAL4-vermittelte
Transkriptionsaktivität zu einer elav-Über-
expression führt. Wird in diesem Fall der
oben erwähnte ubiquitäre Treiber einge-
kreuzt, so ist das letal für die Fliege. Das ist
nicht überraschend, da schon eine erhöhte
Kopienzahl des elav-Gens zu schweren Stö-
rungen führt. Interessanter ist aber die Mög-

lichkeit, die elav-Expression in Abhängigkeit
vom eingesetzten Treiber zeigen zu können,
da ein Antikörper gegen das elav-Protein zur
Verfügung stand. Wird in dieser Linie GAL4
in den Domänen von engrailed synthetisiert,
so ist auch das elav-Protein in diesen Ab-
schnitten, die den posterioren Komparti-
menten jedes einzelnen Segmentes ent-
sprechen, nachzuweisen und zwar schon zu
einem Zeitpunkt, wenn das endogene elav-
Gen noch lange nicht aktiv ist (Abb. 3). Die-
ses zeigt, dass das benachbarte Gen ekto-
pisch in Zeit und Raum in Abhängigkeit von
dem Expressionsprofil aktiviert werden
kann, das durch das transgene GAL4-Gen
bestimmt wird. Da eine Vielzahl unter-
schiedlicher GAL4-Treiber zur Verfügung
steht, kann man jedes Gen, das „richtig“ zu
einer P{Mae-UAS.6.11}-Insertion liegt, ent-
sprechend den Erfordernissen gezielt über-
exprimieren. Von Vorteil ist besonders eine
Überexpression im Auge, wenn sie zu einer
gestörten Anordnung der Ommatidien im
Komplexauge führt, dem so genannten rau-
en Auge. Verstärkung oder Verbesserung des
Phänotyps nach Einkreuzung anderer Mu-
tationen führt nämlich direkt zur Identifi-
zierung von Enhancern bzw. Supressoren
und damit zu interagierenden Partnern des
überexprimierten Genproduktes (THOMAS

und WASSARMAN, 1999).

Ausblick

Es soll allerdings nicht verschwiegen wer-
den, dass bei allen Möglichkeiten, die das
System bietet, die Linien nur das Rohma-
terial für eine funktionale Analyse darstel-
len. Erst der Einsatz all der genetischen und
molekularen Werkzeuge, die als Folge der
langen Erfahrung mit Drosophila zur Verfü-
gung stehen, wird zum Erfolg führen. Dar-
überhinaus muss bezweifelt werden, dass
wirklich alle X-chromosomalen Gene mit
diesem Ansatz erfasst werden können. Bei
der bekannten Präferenz der P-Elemente für
bestimmte DNA-Regionen (LIAO et al.,
2000) wird dieses schon ökonomisch nicht
sinnvoll sein. Abhilfe könnte der Wechsel zu
anderen Transposons sein, die schon erfolg-
reich in Drosophila eingesetzt werden (z. B.
HORN et al., 2000), aber noch für die hier an-
gesprochenen Ziele modifiziert werden
müssten. Als „ultima ratio“ zur Mutagene-
se der letzten verbliebenen noch nicht ge-
troffenen Gene wäre dann noch die kürzlich
für Drosophila etablierte homologe Rekom-
bination (RONG und GOLIC, 2000) einzuset-
zen. Welche Wege auch beschritten werden,
es ist davon auszugehen, dass in wenigen
Jahren jedes Drosophila-Gen für eine funk-
tionale Analyse zur Verfügung stehen wird.
Die daraus gewonnenen Erkenntnisse wer-
den dann auch mehr als hifreich bei der

funktionalen Analyse der homologen Gene
des Säugergenoms sein.
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