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Drosophila-Genomprojekte:

Vergangenheit, Gegenwart und Zukunft

Seit nahezu 100 Jahren haben genetische
Studien mit Drosophila melanogaster
wichtige Beitrdge zum Verstandnis
biologischer Grundprozesse geleistet. Das
Genom der Fruchtfliege ist unter den
Eukaryoten eines der wenigen, dessen
Kartierung und Sequenzierung abgeschlos-
sen ist. Es zeigt sich, dass deutlich mehr
als die Halfte der bekannten menschlichen
Gene, die in mutierter Form Krankheiten
verursachen, im Drosophila-Genom
konserviert sind. Fur mehr als 80% der
13.601 annotierten Drosophila-Gene ist
keine Funktion bekannt. Es werden
Anséatze beschrieben, die zum Ziel haben,
alle Gene von Drosophila funktional zu
charakterisieren. Die Erkenntnisse werden
eine wichtige Mittlerrolle fur das Verstand-
nis des humanen Genoms spielen.

P Die Fruchtfliege Drosophila melanogaster
ist wahrscheinlich unter den héheren Eu-
karyoten derjenige Organismus, von dem
wir —zumindest aus genetischer Sicht — die
meiste Kenntnis haben. Das beruht natiir-
lich zum groB3en Teil auf der iiber 90-jihri-
gen Geschichte der Fruchtfliege und den
daraus resultierenden unzihligen Beitrigen
der so genannten ,,Drosophila community*
in Genetik, Cytologie, Biochemie, Neuro-,
Entwicklungs- und Molekularbiologie, um
nur einige Schwerpunkte zu nennen. Mei-
lensteine im Hinblick auf das Genompro-
jekt waren die erste Genkarte {iberhaupt,
die eine aus heutiger Sicht kaum erwih-
nenswerte Anzahl von sechs X-chromoso-
malen Loci enthielt, wie auch die erste phy-
sikalische Genkarte eines Organismus’, die
Polytinchromosomenkarte von Bridges (fiir
eine kurze Ubersicht hierzu, siche Rubin
und Lewis, 2000). AuBerst hilfreich, spezi-
ell fiir Neueinsteiger in die Drosophila-Ge-
netik, war auch die gesammelte Beschrei-
bung aller jemals produzierten Mutationen
und chromosomalen Aberrationen, die seit
ihrer ersten Zusammenfassung von Bridges
und Brehme (1944) zwei Neufassungen in
gedruckter Form erlebte, die letzte von
Lindsley und Zimm im Jahre 1992. Seit
1993 steht im Rahmen von FlyBase (1999)
eine stets aktualisierte, elektronische Ver-
sion im Internet, die iiber entsprechende
Links auch die direkte Bestellung einzel-
ner Fliegenstimme ermdoglicht (heep://
flybase.bio.indiana.edu/).
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Die ersten Drosophila-Genomprojekte
begannen Ende der achtziger Jahre zeit-
gleich in Europa und in den Vereinigten
Staaten, wobei sich beide Seiten sinnvol-
lerweise auf den euchromatischen Genom-
Anteil beschrinkten. Der heterochromati-
sche Bereich, etwa ein Drittel des circa 180
Mb groen Genoms, besteht iiberwiegend
aus mittel- bis hochrepetitiven Sequenzen
und ist damit einer Klonierung und Kartie-
rung kaum zuginglich. Obendrein enthilt
er bis auf wenige Ausnahmen keine Gene.
1989 wurden von einer amerikanischen Ar-
beitsgruppe und einem dafiir gegriindeten
europiischen Konsortium erste physikali-
sche Karten erstellte, die auf YAC-Klonen
(,,yeast artificial chromosomes* mit Inser-
tionslingen um 150 kb; Garza ez al., 1989),
beziehungsweise Cosmid-Klonen (Inserti-
onslingen um 40 kb; Siden-Kiamos ez a/.,
1990) basierten. Letztere waren auch das
Ausgangsmaterial fiir die Sequenzierung
der telomernahen Region des X-Chromo-
soms durch das EDGP (European Drosophi-
la Genome Project; Benos ez a/., 2000). Zu
Beginn der neunziger Jahre stieg dann das
von G. M. Rubin geleitete BDGP (Berke-
ley Drosophila Genome Project) in die Ge-
nomanalyse ein. Eines der ersten Projekte
war es, mit Hilfe von P1-Klonen (Inserti-
onslinge um 80 kb) eine umfassende phy-
sikalische Karte zu erstellen, die etwa 90%
des Genoms abdeckte (Kimmerly ez a/.,
1996). Klone hiervon wie auch aus den spi-
ter produzierten BAC-Klonen (,,bacterial
artificial chromosomes* mit Insertionslin-
gen von etwa 150 kb) mit autosomalen ge-
nomischen Fragmenten (Hoskins ez a/.,
2000) sollten anschlieBend vom BDGP zur
Sequenzierung des Genoms verwandt wer-
den.

1999 hat sich mit dem Einstieg von Ce-
lera Inc. die Sequenzierungsstrategie fiir das
Drosophila-Genom drastisch geindert. In
Abkehr von der urspriinglichen Strategie,
also zuerst Kartieren und dann Sequenzie-
ren von iiberlappenden Klonen, wollte Ce-
lera — als Testlauf fiir das menschliche Ge-
nom — das Drosophila-Genom nach dem bis
dahin nur bei vergleichsweise kleinen, bak-
teriellen Genomen erfolgreiche ,,shotgun“-
Verfahren vollstindig sequenzieren. Dieser
Versuch wurde zu Anfang mit sehr viel
Skepsis betrachtet, hat dann aber, auch in
Zusammenarbeit mit EDGP und besonders
BDGP, letztendlich zum Erfolg gefiihrt.
Daher konnte die Sequenz des euchroma-
tischen Anteils des Drosophila-Genoms im
Mirz 2000 publiziert werden (Adams ez a/.,
2000; Abb. 1). Wenn auch diese erste Ge-
nomsequenz noch nicht liicken- und feh-
lerfrei war, so war sie doch von einer sol-
chen Genauigkeit und Vollstindigkeit
(deutlich weniger als 1 Fehler pro 10 kb in
nichtrepetitiven Abschnitten), dass eine
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Analyse der Genomstruktur und eine Gen-
annotierung ohne weiteres moglich war
(Rubin ez al., 2000b).

Welche Erkenntnisse iiber das Droso-
phila-Genom lassen sich aus der Gesamt-
sequenz gewinnen? Da ist zu allererst die
Zahl von 13601 Protein-kodierenden Ge-
nen zu nennen. Jeweils knapp 40% dieser
Gene sind durch cDNA-Klone (s. u.) und
Ahnlichkeiten zu bekannten Proteinen an-
derer Spezies beziechungsweise nur durch
nur eines von beiden abgesichert; der Rest
beruht auf Computerprogrammen zur Vor-
hersage von Genen. Damit hat Drosophila
nur gut doppelt so viele Gene wie die ein-
zellige Hefe Saccharomyces cerevisiae (etwas
iiber 6000 Gene) und deutlich weniger, als
bei dem Fadenwurm Caenorhabditis elegans
(circa 19000 Gene) gefunden wurden. Die-
se Zahlen sind auf den ersten Blick etwas
iiberraschend, da die Fliege fiir eindeutig
komplexer als der Wurm angesehen wird.
Dabei ist auffillig, das Multidominen-Pro-
teine beim Wurm und bei der Fliege mit
2261 bzw. 2130 deutlich hiufiger sind als
bei der Hefe, die nur iiber 672 dieser kom-
plexeren Proteine verfiigt.

Die Fliege teilt etwa 16% ihrer Gene
mit der Hefe. Viele dieser Gene kodieren
fiir Proteine, die an grundlegenden zelluli-
ren Prozessen beteiligt sind, die allen Eu-
karyoten gemeinsam sind, wie etwa Zell-
teilung, Transkription und Translation. Mit
Caenorhabditis hat Drosophila immerhin 35%
der Gene gemein. Darunter sind auch sol-
che, die fiir Komponenten von Signalkas-
kaden kodieren, wie sie typisch fiir multi-
zelluldre Organismen sind. Im Vergleich
zum humanen Genom liegen Daten nur fiir
Gene vor, die in mutierter Form als Auslé-
ser von Krankheiten beim Menschen iden-
tifiziert worden sind. Fiir die Untersuchung
wurden 287 dieser Gene ausgewertet und
178 (62%) davon liegen konserviert auch in
Drosophila vor (Fortini ez al., 2000). Katego-
rien mit hoherer Reprisentation betrafen
zum Beispiel Herzkrankheiten (6 von 6:
100%), Stoftwechselstérungen (14 von 17:
82%) und Krebs (47 von 65: 72%). Erwar-
tungsgemil sind Gene unterreprisentiert
sind, die an Stérungen des endokrinen (12
von 31: 39%), des Immun- (7 von 17: 41%)
oder des himatologischen Systems (8 von
18: 44%) beteiligt sind, da diese Systeme
in Fliege und Mensch nicht homolog sind.
Das bedeutet, dass Drosophila auch fiir die
Funktionsanalyse des menschlichen Ge-
noms ein geeigneter ,,Modellorganismus*
sein kann (s. u.). Zudem steht die Fliege,
zumindest molekular-evolutionir betrach-
tet, dem Menschen niher als der Wurm
(Mushegian ez al., 1998).

Wie geht es nun weiter mit dem Droso-
phila-Genomprojekt? Eine erste Aufgabe
wird sein, die Fehler und Liicken in der vor-

handenen Sequenz auszumerzen. Ein
Schritt in diese Richtung war die kiirzlich
unter Federfithrung des BDGP veréffent-
lichte zweite Fassung der genomischen Se-
quenz. Parallel dazu werden von BDGP
mehrere EST-Projekte (expressed se-
quence tags) und Sequenzierungen von
Volllingen-cDNA-Klonen durchgefiihre,
um die nur durch Computervorhersagen
postulierten Gene experimentell abzusi-
chern oder zu widerlegen (Rubin ez a/.,
2000a). Bis Mirz 2000 lagen mehr als
100.000 ESTs vor, die aus verschiedenen
cDNA-Banken stammen. Erklirtes Ziel des
BDGP ist es, noch einmal die doppelte
Anzahl von ES'Ts zu erzeugen.
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Abb. 1: Vorlaufiger Héhepunkt des Drosophila-
Genomprojektes war diese Science-Ausgabe vom
24. Marz 2000, die der Veréffentlichung der
Genomsequenz sowie damit verwandten Artikeln
gewidmet war.

AuBer diesen mehr strukturellen Ge-
nomaspekten wird vor allem die funktionale
Genomanalyse betont vorangetrieben.
Denn selbst bei dem extrem gut untersuch-
ten Modellorganismus Drosophila sind bis
jetzt nur 10 bis 15% aller Gene molekular
und funktional charakterisiert. Das heif3t,
fiir die meisten Gene ist es ungeklirt, wel-
che Rolle sie spielen. Um diesem Mangel
abzuhelfen, wurden und werden in vielen
Labors systematische Mutagenese-Ansitze
durchgefiihrt. Neben der chemischen Mu-
tagenese mit zumeist Ethylmethansulfonat
wird hauptsidchlich die Transposon-Muta-
genese verwandt. Dabei beschrinkt man
sich nahezu ausschlielich auf solche, die
sich von dem so genannten P-Element ab-
leiten, einem natiirlich vorkommenden
Drosophila-'Transposon. Per Keimbahn-ver-
mitteltem Gentransfer kénnen die i vitro
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verinderten P-Vektoren stabil in das Flie-
gengenom integriert werden. P-Elemente
inserieren bevorzugt in die Nihe des Tran-
skriptionsstartes eines Gens (Spradling e#
al., 1995). Das kann zu partiellen oder voll-
stindigen Verlusten der Genaktivitit und
damit zu einer Mutation fithren. Durch
Aktivierung einer Transgen-abhingigen
‘Iransposase kann das integrierte P-Ele-
ment remobilisiert werden. Kommt es zu
einer Reversion des beobachteten Phino-
typs, dann ist gewihrleistet, dass die P-In-
sertion diesen Phinotyp verursacht hat.
Letale Einzelinsertionslinien fiir auto-
somale Gene werden schon seit lingerem
von BDGP erstellt und charakterisiert
(Spradling ez a/., 1995, 2000). Wir haben mit
dem ,,Gottingen X-Chromosomen Projekt®
entsprechende Linien fiir X-chromosoma-
le Gene erzeugt. Fiir mindestens jedes vier-
te essentielle Gen von Drosophila liegt der-
zeit eine P-Insertionsmutation vor. Da nur
wenige Basenpaare der den P-Vektor flan-
kierenden Sequenzen ausreichen, um die
Integrationsstelle im vollstindig sequen-
zierten Genom zu bestimmen, ist die
Grundlage geschaffen fiir eine molekulare
und funktionale Analyse des betroffenen
Gens. Wegen der groBen Ahnlichkeit zwi-
schen den Genen von Fliege und Mensch
konnen die so gewonnenen Daten auch er-
ste Erkenntnisse iiber die Funktion des
homologen menschlichen Gens liefern.
Nun gilt aber fiir die Mehrzahl der Tran-
skriptionseinheiten, dass selbst ein Total-
ausfall nicht zu einem erkennbaren Phino-
typ fiithrt (Miklos und Rubin, 1996). Das
mag daran liegen, dass diese Gene redun-
dant vorliegen oder nur unter speziellen Be-
dingungen bendétigt werden. Daher wiirden
sie bei einer ,normalen Mutagenese“ nicht
entdeckt. Abhilfe kénnte hier ein Ansatz
schaffen, der auf Funktionsgewinn abzielt.
Denn eine riumlich und/oder zeitlich vor-
genommene falsche Expression eines Gens
kann genetische Netzwerke derartig durch-
einander bringen, dass diese negative
Wechselwirkung phinotypisch zu erkennen
ist. Erste Ansitze dieser Art sind bereits er-
folgreich bei Drosophila durchgefiihrt wor-
den (Rgrth, 1996; Rgrth ¢z a/., 1998). Dabei
ist das so genannte EP-Element (Rgrth,
1996) eingesetzt worden, ein spezieller P-
Vektor, der UAS-Stellen (,,upstream acti-
vating sequences ‘) enthilt, die Bindungs-
stellen fiir den Hefe-"Transkriptionsfaktor
GALA4 darstellen. Diese UAS-Stellen sind
im Vektor so orientiert, dass eine die Inte-
grationsstelle flankierende "Transkriptions-
einheit aktiviert werden kann. Dieses ge-
schieht durch ein weiteres 'Iransgen, iiber
das gewihrleistet wird, dass GAL4 in der
Fliege ektopisch exprimiert wird. In dieser
Kombination fiihrt dann eine EP-Insertion,
die selbst keinen Phidnotyp erzeugt hat,
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durch Aktivierung oder Uberexpression ei-
nes den UAS-Stellen nachgeschalteten
Gens in 1 bis 2% der Fille zur Letalitit
(Rgrth ez al., 1998). Neuere Vektoren kon-
nen diesen Wert um eine Gro3enordnung
verbessern (eigene unverdffentlichte Beob-
achtungen). Mit Insertionslinien dieser Art
stehen effektive Werkzeuge fiir eine funk-
tionale Analyse der ansonsten phinotypisch
»stillen® Gene zur Verfiigung.

Da es unmoglich ist, simtliche Droso-
phila-Genomprojekte in dieser Ubersicht
angemessen zu beriicksichtigen, mochten
wir nur noch einige innovative Ansitze kurz
erwihnen. Weitere Transposon-Mutagene-
sen bedienen sich anderer P-Vektoren mit
speziellen Eigenschaften, sei es, um einzel-
ne Gene zu charakterisieren (Lukacsovich
et al., 2001), sei es, um das Genom syste-
matisch mit 1 Mb groB3en, iiberlappenden
Defizienzen abzudecken (Beumer ez al.,
1998). Fiir die Gene, in die ein P-Element
schwer oder gar nicht inseriert, bleibt dann
noch die Mutagenese durch homologe Re-
kombination, eine bei Hefe und Maus giin-
gige Technik zur gezielten Deletion von
Genaktivititen, die seit kurzem auch fiir
Drosophila moglich ist (Rong und Golic,
2000). Etwas schneller mag es mit RNA-
Interferenz-Ansitzen gehen (Kennerdell
und Carthew, 1998); allerdings ist hierbei
nicht immer Kklar, ob die beobachteten Phi-
notypen den Genverlust richtig widerspie-
geln. Mehrere Gruppen versuchen auch,
aufbauend auf der Drosophila-Sequenz und
eigener Software Microarrays oder DNA-
Chips herzustellen, um so eine Transkrip-
tom-Analyse durchfithren zu kénnen. Dar-
iiber hinaus steht mittlerweise der erste
kommerzielle Drosophila-Chip mit Oligonu-
kleotiden, die alle 13601 Gene reprisentie-
ren sollen, zur Verfiigung (Affymetrix Inc.).

Die postgenomische Phase in der Dro-
sophila-Forschung hat begonnen mit dem
Ziel, letztlich die Funktion eines jeden
Gens durch Mutantenanalyse zu erkennen
und die Befunde —aufgrund der konservier-
ten Sequenzmotive — auf das menschliche
Genom zu iibertragen. Durch die Kombi-
nation chemischer Mutagenese mit konven-
tionellen Rekombinationstechniken, Trans-
posonmutagenese und Uberexpressionsan-
sitzen wird es moéglich sein, innerhalb der
nichsten Dekade Mutationen fiir jedes
Drosophila-Gen zu erzeugen. Transkriptom-
Analysen, kombiniert mit funktionellen
Studien unter Einbeziehung der bei Droso-
phila iiblichen ,Modifier-Screens® (z. B.
Thomas und Wassarman, 1999) werden es
erlauben, Querbeziehungen zwischen Gen-
aktivititen aufzudecken, um so genetische
Regelkreise zu etablieren, die bestimmte
Entwicklungsleistungen, Zellhomdoostase,
Zellerkennung und induktive Leistungen
im Organismus gewihrleisten. Fiir solche

Studien, die kurze Generationszeiten und
einfache formalgenetische Handhabung des
experimentellen Systems voraussetzen, um
funktionelle Querbeziige zwischen Genak-
tivititen rasch erkennen zu kénnen, wird
Drosophila als ,Modellorganismus® fiir
funktionelle Beziechungen im Siugergenom
und damit auch in Zukunft seiner Rolle als
einer der ,global player in life sciences*
verstiarkt gerecht werden.
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