Moglichkeiten und Grenzen der Analyse archdologischer DNA
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Obwohl sich die Forschungsgebiete von Archiologen und
Evolutionsforschern auf den ersten Blick relativ stark un-
terscheiden, haben sie doch eine ganz wesentliche Ge-
meinsamkeit: beide Wissenschaften beschéftigen sich mit
Populationen, die in der Vergangenheit lebten. Neben der
Auswertung morphologischer Merkmale werden in der
Evolutionsforschung seit den 50er Jahren zunehmend die
Ergebnisse molekularer Untersuchungen verwendet.
Wihrend sich morphologische Merkmale aber auch an
Fossilien noch feststellen lassen, waren molekulare Tech-
niken lange auf heute lebende Organismen beschrinkt.
Dies dnderte sich mit der Entdeckung, daB3 unter be-
stimmten Umstinden auch molekulare Merkmale iiber
Tausende von Jahren erhalten bleiben kénnen. Obwohl
Proteine auch in Funden, die unter extrem giinstigen Be-
dingungen erhalten wurden, wie z.B. einem 40000 Jahre
alten Mammut aus Permafrost sehr stark modifiziert
sind, ist die strukturelle Information, die etwa von Albu-
min, einem Serumprotein erhalten geblieben ist, doch
ausreichend, um mit Hilfe immunologischer Techniken
die Verwandtschaft mit den heute lebenden Elefan-
tenarten nachzuweisen (PRAGER et al. 1980). Ebenso war
es moglich, Himoglobin in bis zu 4500 Jahre alten Kno-
chen nachzuweisen (ASCENZI et al. 1985).

1984 gelang es dann auch erstmals DNA, d.h. das Erbgut
einer ausgestorbenen Tierart, dem Quagga, zu untersu-
chen (HigucHl et al. 1984). Neben zahlreichen Klonen
mit bakteriellen Sequenzen gelang es auch, zwei Klone
mit mitochondrialen Sequenzen aus einer 120 Jahre al-
ten, getrockneten Quaggahaut zu identifizieren. Zwar
konnten die Forscher eine nahe Verwandtschaft des
Quagga mit dem Steppenzebra feststellen, zwei Se-
quenzpositionen aber waren sehr ungewdhnlich, da sie
sich von allen anderen untersuchten Wirbeltieren unter-
schieden. Da die Effizienz bei der Klonierung alter DNA
jedoch sehr gering ist, war es nicht moglich die Ergebnis-
se zu reproduzieren. Dasselbe galt fiir die erste Untersu-
chung dlterer DNA aus einer 2300 Jahre alten 4dgypti-
schen Mumie (PAABO 1985).

Sowohl das Problem der Reproduzierbarkeit, als auch
das der geringen Effizienz l0sten sich mit der Entdeckung
der PCR (MuLLIS & FALOONA 1987), mit deren Hilfe sich
eine bestimmte DNA Sequenz in nahezu unbegrenzter
Kopienzahl herstellen l46t. Der erste Nachweis, daB dies
auch bei alter DNA moglich ist, war die Amplifikation
von DNA von derselben Quaggahaut, die auch von Hi-
GUCHI et al. verwendet wurde (PAABO & WILSON 1988).
Die amplifizierte Sequenz zeigte, dal3 es sich bei den bei-
den ungewodhnlichen Sequenzpositionen um Klonie-
rungsartefakte handelte, die vermutlich auf Schiden an
der DNA zuriickzufithren waren.

Trotz der hohen Empfindlichkeit der PCR-Technik zeig-
te sich jedoch bald, daB die Untersuchung alter DNA auf
vielféltige Schwierigkeiten stoft. Zunichst einmal ist
DNA aus altem Gewebe sehr stark fragmentiert.
Wihrend sich aus frischem Gewebe DNA-Stiicke von
10000 bis 100000 Basenpaaren (bp) Lange isolieren las-
sen, liegt die Lange dieser Stiicke bei altem Gewebe bei
etwa 100 bis 200 bp, und zwar unabhéngig davon, ob ein
vier Jahre altes Stiick Schweinefleisch, eine 120 Jahre al-
te Beutelwolfhaut, eine 5000 Jahre alte dgyptische Mu-
mie oder 13000 Jahre alte Uberreste eines siidamerika-
nischen Faultieres untersucht wurden (PAABO 1989).
Diese Fragmentierung scheint sehr rasch nach dem Tod
eines Organismus aufzutreten und hat zur Folge, daB
DNA-Sequenzen aus dlterem Gewebe stets — wenn iiber-
haupt — nur in kurzen iiberlappenden Fragmenten ge-
wonnen werden konnen. Neben dieser sehr rasch auftre-
tenden Fragmentierung treten im Laufe der Zeit — unter
ungiinstigen Bedingungen sehr rasch, unter giinstigen
Bedingungen sehr viel langsamer — weitere DNA-Schi-
den auf. Bei den beiden wichtigsten Beschddigungen
handelt es sich um die hydrolytische Spaltung bestimm-
ter Bindungen in der DNA sowie um oxidative Schiaden
an den Basen in der DNA. Durch Hydrolyse gehen vor
allem Purinbasen sehr rasch verloren (LINDAHL 1993),
und in der Folge tritt an solchen Stellen dann ein Strang-
bruch auf, wodurch die DNA zu immer kleineren
Stiicken reduziert wird, so dafl eine Amplifikation
schlieBlich unmdglich wird. Auch bestimmte oxidative
Verianderungen an den Basen in der DNA verhindern ei-
ne Amplifikation, und es konnte gezeigt werden, daf} ei-
ne Amplifikation von DNA aus alten Geweben oder
Knochen nur bis zu einem bestimmten Gehalt an oxida-
tiv modifizierten Basen moglich ist (Hoss et al., 1996a).
Dennoch gelang es in zahlreichen Fillen, DNA aus Fun-
den zu isolieren und zu untersuchen, so z.B. aus Knochen
neuseeldndischer Moas (COOPER et al. 1992), eines 13000
Jahre alten siidamerikanischen Faultieres (HOss et al.
1996b) oder aus bis zu 50000 Jahre alten Mammutresten
(HoOss & PAABO 1994). Zum Teil zeigten die Ergebnis-
se,daf} bisher allgemein akzeptierte Vorstellungen neu
tiberdacht werden mufiten, die DNA-Analyse der Moa
Funde fiihrte z.B. dazu, daf die Evolutionsgeschichte der
flugunféhigen Vogel Neuseelands, d.h. der Moas und Ki-
wis neu interpretiert wurde.

Die Amplifikation sehr viel dlterer DNA wurde zum er-
sten Mal 1990 veroffentlicht. Dabei handelte es sich um
17-20 Millionen alte pflanzliche Fossilien aus den Clar-
kia-Schichten in Idaho. Morphologisch sind diese Funde
ausgezeichnet erhalten, und es schien GOLENBERG und
seinen Mitarbeitern gelungen zu sein, ein 820 bp Stiick
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DNA zu isolieren und zu amplifizieren (GOLENBERG et
al. 1990). Noch dltere DNA-Funde wurden von in Bern-
stein eingeschlossenen Insekten verdffentlicht (z.B. Ca-
No et al. 1993), und im Jahr 1994 schien schlieBlich sogar
Dinosaurier-DNA amplifiziert worden zu sein (WOOD-
WARD et al. 1994). Es zeigte sich jedoch sehr bald, daf3 es
sich bei diesen Funden nicht um endogene DNA handeln
konnte, sondern daf3 offensichtlich Spuren kontaminie-
render moderner DNA amplifiziert worden waren. So
fanden LOGAN et al. bei biochemischen Untersuchungen
der Clarkia-Fossilien weder Polysaccharide noch Protei-
ne (LoGaN et al. 1993), und weitere Untersuchungen
zeigten, daB} der molekulare Erhaltungszustand dieser
Fossilien unvereinbar mit der Isolierung endogener
DNA ist (POINAR et al. 1996). Dies schien bei den in
Bernstein erhaltenen Insekten nicht der Fall zu sein. Un-
tersuchungen zur Razemisierung der Proteine in diesen
Proben deuteten auf einen guten Erhaltungszustand hin.
Die Razemisierung, d.h. die Umwandlung von der D- in
die L-Form lduft bei bestimmten Aminosiuren mit der
gleichen Geschwindigkeit ab wie der Verlust der Purin-
basen in der DNA. Das Verhéltnis von D- zu L-Form
von Asparagin kann deshalb als Indikator verwendet
werden, ob eine Isolierung von DNA iiberhaupt méglich
ist (POINAR et al. 1996). Dennoch konnten die zahlrei-
chen DNA-Funde aus in Bernstein eingeschlossenen In-
sekten nicht reproduziert werden, und man kann heute
davon ausgehen, daf3 es nicht moglich ist, aus diesen Fos-
silien DNA zu isolieren (AUSTIN et al. 1997). Auch die
mutmafliche Dinosaurier-DNA wurde mit grofer Skep-
sis aufgenommen. Zwar war es den Forschern gelungen,
eine bisher unbekannte Sequenz zu isolieren, bei Ver-
gleichen zeigte sich jedoch, daf3 die gréfte, wenn auch re-
lativ entfernte Ahnlichkeit mit dem menschlichen Cyto-
chrom b Gen bestand, und nicht, wie fiir eine Dino-
saurier-DNA zu erwarten, mit einer Sequenz einer Vo-
gelart. Dies legte die MutmaBung nahe, daf3 es sich bei
der von WOODWARD et al. isolierten Sequenz um eine
sehr alte Insertion des Cytochrom b Gens im menschli-
chen Zellkern handelte. Tatséchlich gelang es ZISCHLER
et al. mehrere Insertionen im menschlichen Zellkern zu
isolieren, die den verdffentlichten Dinosauriersequen-
zen &duflerst dhnlich waren. Solche Insertionen mito-
chondrialer Gene in den Zellkern wurden in den ver-
schiedensten Tierarten gefunden, und diese Insertionen
unterscheiden sich umso mehr von den mitochondrialen
Ursprungssequenzen, je langer das Insertionsereignis
zuriickliegt. Sie stellen damit eine besonders schwierig
einzuschitzende Kontaminationsquelle dar. Aufgrund
dieser Probleme wird die Entdeckung einer bis dahin un-
bekannten Sequenz nicht als Beweis dafiir gesehen, dafl
diese Sequenz tatsédchlich von endogener DNA des un-
tersuchten Fossils stammt. Ein weiteres Problem stellt
die Kontamination alter Proben mit von Mikroorganis-
men stammender DNA dar. So geht man heute davon
aus, daf3 nur ein sehr geringer Teil der aus fossilen Fun-
den gewonnenen DNA tatséchlich vom urspriinglichen
Organismus stammt, der weitaus grofite Teil hingegen
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stammt von Bakterien und Pilzen, die die Uberreste be-
siedeln. Bei einem 13000 Jahre alten Faultier aus Chile
lag der Anteil an endogener DNA z.B. bei lediglich 0,1%
der isolierten DNA (Hoss et al. 1996b).

Aufgrund dieser vielféltigen Probleme wurden im Laufe
der Zeit eine ganze Reihe von Kriterien entwickelt, die
fiir das Arbeiten mit alter DNA und das Auffinden veri-
fizierbarer Sequenzen als notwendig angesehen werden
(z.B. AusTIN et al. 1997 und Referenzen darin), und von
denen ich die wichtigsten nachfolgend kurz anfiihren
mochte. Zunédchst einmal ist es notwendig, sowohl
wihrend der Extraktion als auch bei der PCR Kontrol-
len durchzufiihren, um mogliche Kontaminationen der
verwendeten Reagenzien aufzudecken. Werden PCR-
Reaktionen mit verschiedenen Primern durchgefiihrt,
wobei die amplifizierten Fragmente unterschiedliche
Lingen besitzen, so sollte die Amplifikationsstirke mit
der Fragmentlidnge abnehmen, eine typische Eigenschaft
alter DNA, bedingt durch die oben erwdhnte Fragmen-
tierung. Es empfiehlt sich dariiberhinaus, die PCR-Pro-
dukte zu klonieren und einzelne Klone zu sequenzieren
sowie eine Quantifizierung der im Extrakt vorhandenen
Kopienzahl der jeweils amplifizierten DNA vorzuneh-
men (HANDT et al. 1994). Ergebnisse sollten reprodu-
zierbar sein, sowohl im eigenen Labor als nach Moglich-
keit auch in einem fremden Labor (KRINGS et al. 1997),
und schlieBlich sollten gegebenenfalls gefundene Se-
quenzen auch phylogenetisch Sinn machen. Fine Vorbe-
dingung fiir das Arbeiten mit alter DNA sind getrennte
Réumlichkeiten fiir das Arbeiten mit den alten Proben
und fiir die PCR.

DaB es unter Einhaltung dieser Kriterien moglich ist, ver-
laBliche Sequenzen von archéologischen und paldonto-
logischen Funden zu erhalten wurde, immer wieder ge-
zeigt, aber gerade die fiir viele Forscher wohl interes-
santesten Funde, ndmlich die menschlicher Uberreste
sind auch die mit Abstand am schwierigsten zu untersu-
chenden. Da bei diesen Funden Forscher und For-
schungsobjekt von der Art her identisch sind, 148t sich ein
wichtiges der oben genannten Kriterien nicht anwenden,
nidmlich das der Phylogenie. Dieses Problem wird noch
dadurch verschirft, dal Kontamination durch menschli-
che DNA die weitaus hiufigste Kontaminationsquelle
darstellt. Untersucht man menschliche Uberreste und
findet DNA, so stellt sich immer die Frage, ob es sich um
endogene DNA, oder aber Kontamination handelt. Da
zudem Funde menschlicher Uberreste haufig kontami-
niert sind (RICHARDS et al. 1995), sollten Ergebnisse von
molekularen Untersuchungen an menschlichen Funden
mit besonderer Vorsicht interpretiert werden (HANDT et
al. 1994; HANDT et al. 1996).

Trotz all dieser Probleme liefert die Untersuchung alter
DNA immer wieder faszinierende Ergebnisse, wie die
Veroffentlichung der Neandertaler-DNA (KRINGS et al.
1997) gezeigt hat. Ich mochte aber zum Abschluf} beto-
nen, daf} alle Proben aus denen bisher reproduzierbar
DNA isoliert wurde, 50000 Jahre oder jiinger waren.
Nach allem, was wir heute wissen gibt es wohl eine zeit-




liche Grenze fiir das Uberleben von DNA in fossilen
Funden, die irgendwo zwischen 100000 und 1000000 Jah-
ren liegen dirfte.
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