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Zusammenfassung

Obwohl viele Tiere vokal kommunizieren, erreicht keine existierende Art die sprach-
liche Verstandigungsfahigkeit des Neuzeitmenschen. Es ist deshalb von gréBtem
Interesse herauszufinden, unter welchen evolutiondren Bedingungen sich unsere
Sprechfahigkeit entwickelt hat. In dieser Studie stellen wir fest, dass unsere nichs-
ten, ausgestorbenen Verwandten, die Neandertaler, sich mit dem Neuzeitmenschen
zwei evolutiondre Verdnderungen im FOXP2-Gen teilen, einem Gen, das eng mit
der Entwicklung von Sprache und Sprechfihigkeit verbunden ist. Wir stellen wei-
terhin fest, dass diese Verdnderungen beim Neandertaler auf dem selben Haplotyp
stattgefunden haben, der gehéuft auch im Neuzeitmenschen auftritt und in diesem
einen Selektionsschub erfahren hat. Diese Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass
diese genetischen Verdnderungen und der Selektionsschub vor der Aufspaltung vom
gemeinsamen Vorfahren (der vor etwa 300.000 bis 400.000 Jahren gelebt hat) von
Neuzeitmensch und Neandertaler stattgefunden haben. Dies steht im Widerspruch
zur zeitlichen Einordnung des Selektionsschubs auf der Grundlage vorhandener
menschlicher Diversitdtsdaten. Damit unterstreichen die Ergebnisse die Wichtigkeit
der direkten Gewinnung genetischer Informationen aus den Uberresten von Urmen-
schen fiir das Verstdndnis der neueren menschlichen Evolution.

Die Originalstudie wurde ver6ffentlicht als: Johannes Krause, Carles Lalueza-Fox, Lu-
dovic Orlando, Wolfgang Enard, Richard E. Green, Hernan A. Burbano, Jean-Jacques
Hublin, Catherine Hénni, Javier Fortea, Marco de la Rasilla, Jaume Bertranpetit, Antonio
Rosas und Svante Paabo, ,,The Derived FOXP2 Variant of Modern Humans Was Shared
with Neandertals® in Current Biology 17 (2007), S. 1908—1912. Wir danken fiir die Ge-
nehmigung, die deutsche Ubersetzung zu veroffentlichen. Die Erst Mayr Lecture basierte
auf den hier dargestellten Untersuchungen.
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Ergebnisse und Diskussion

Eine Methode, um den Ursprung und die Entwicklung der Sprache zu verstehen, ist
das Studium der Evolution der fiir die Aneignung der Sprache erforderlichen Gene.
Obwohl Sprache und Sprachfdhigkeit ganz eindeutig komplexe genetische Phino-
mene sind, ist FOXP2 das einzige derzeit bekannte Gen, das bei der Entwicklung
von Sprache und Sprechfidhigkeit eine spezifische Rolle spielt [1, 2]. Die Inaktivie-
rung einer FOXP2-Kopie fiihrt in erster Linie zu Defiziten in den orofazialen Be-
wegungen und linguistischen Prozessen wie man sie bei Menschen mit einer im
Erwachsenenalter erworbenen Broca'schen Aphasie findet [3]. Obwohl FOXP2 zu
den 5 % Proteinen bei Sdugetieren gehort, die weitgehend unverindert erhalten ge-
blieben sind, gibt es im Verlauf der menschlichen Entwicklung seit der Trennung
vom gemeinsamen Vorfahren von Mensch und Schimpanse zwei fixierte Amino-
sdure-Substitutionen in diesem Gen. Diese Aminosdure-Substitutionen werden von
Nukleotid-Substitutionen an den Positionen 911 und 977 im Exon 7 des FOXP2-Gens
verursacht und fithren zu einem Austausch der Aminosduren Threonin zu Arginin
sowie Arginin zu Serin. Entsprechende Simulationen unter Verwendung vorhandener
menschlicher Diversitdtsdaten aus der Region um Exon 7 lassen den Schluss zu,
dass es innerhalb der letzten 200.000 Jahre [4] einen Selektionsschub im FOXP2-
Gen gegeben hat [4, 5]. Zusammen genommen deuten diese Ergebnisse darauf hin,
dass die erwdhnten Aminosdure-Substitutionen eng verbunden sind mit dem Auftre-
ten einer vollstdndig entwickelten Sprachfihigkeit [4, 5]. Wir haben deshalb ver-
sucht, den Genotyp des Neandertalers an diesen zwei Positionen im FOXP2-Gen
zu bestimmen.

Die Gewinnung nuklearer DNA-Sequenzen aus vorhandenen menschlichen Uberres-
ten durch eine Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist mit Schwierigkeiten verbunden,
in erster Linie deshalb, weil die meisten vorhandenen Uberreste extrem geringfiigige
Mengen an endogener DNA enthalten. Ein zusétzliches Problem bei der Untersuchung
von Neandertaler-Uberresten ist, dass sowohl diese, als auch Laborreagenzien [6],
hiufig mit neuzeitlicher menschlicher DNA kontaminiert sind, und dass die meis-
ten menschlichen DNA-Sequenzen nicht von denen der Neandertaler unterschieden
werden konnen [7]. Wir haben deshalb zusétzlich zu den sechs Primern, die in vier
Kombinationen die Nukleotid-Positionen 911 und 977 amplifizieren (Abb. 1) drei
Typen von Kontrollen entwickelt, um die Authentizitit unserer Ergebnisse so weit
wie moglich zu gewéhrleisten.

Als Erstes haben wir das Verhéltnis von mitochondrieller (mt) DNA bei Neander-
talern und Neuzeitmenschen in einem mtDNA-Segment bestimmt, in dem sich Ne-
andertaler und heutige Menschen anhand verschiedener, fixierter Substitutionen [§]
unterscheiden lassen. Unter 46 DNA-Extrakten, die 22 Neandertaler-Knochen ent-
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Abbildung 1

Sequenzierung der Nukleotid-Positionen 880 - 1020 aus dem FOXP2-Gen

Die beiden nicht-synonymen Nukleotid-Substitutionen in der menschlichen Linie sind durch Pfeile
markiert. Identische Positionen sind als Punkte dargestellt. Die drei zur Gewinnung der beiden Sub-
stitutionen aus den El-Sidron-Neandertalern verwendeten Primer-Paare sind durch Pfeile markiert.

nommen wurden, konnten wir zwei Knochen bestimmen, bei denen ca. 98 bis 99 %
der Hominiden mtDNA in den Extrakten vom Neandertaler-Typ waren und die aus-
reichend DNA fiir eine PCR enthielten. Beide Knochen stammen aus der El-Sidron-
Hohle in Asturien (Nordspanien) [9]. Diese Knochen (Nr. 1253 und 1351 ¢) wurden
2006 direkt an der Ausgrabungsstelle unter sterilen Bedingungen entnommen, sofort
eingefroren und in unserem Reinstraum transportiert, wo die DNA-Extrakte ge-
wonnen wurden. Da zusétzliche DNA-Sequenzen aus dem hypervariablen mtDNA-
Bereich zeigen, dass die Knochen von zwei verschiedenen Individuen stammen
(Daten nicht gezeigt), werden sie im Folgenden als erster und zweiter Neandertaler
bezeichnet.

Zum Zweiten entwickelten wir eine Anzahl zusétzlicher Kontrollen zur Untersuchung
vorhandener Kontamination mit neuzeitlicher menschlicher DNA. Dazu wurden ge-
nomische Sequenzdaten eines 38.000 Jahre alten Neandertalers aus der Vindija-Hohle
in Kroatien [8] verwendet, mit deren Hilfe sieben autosomale und X-chromosomale
Sequenzpositionen bestimmt wurden, die beim Vindija-Neandertaler in der urspriing-
lichen (d.h. mit der Schimpansen-Sequenz identischen) Form, beim Neuzeitmen-
schen jedoch in einer verdnderten (d.h. von der Schimpansen-Sequenz unterschied-
lichen) und einer bei allen heute lebenden Menschen einheitlichen Form auftreten.
Wir haben C-T- und G-A-Unterschiede vermieden, da es sich bei diesen hdufig um
geschédigte Positionen in der alten DNA handelt [10-14]. Anhand des Vindija-
Neandertalers haben wir mehrere solcher Kontrollpositionen bestimmt. Diese miissen
jedoch nicht unbedingt mit den El-Sidron-Neadertalern iibereinstimmen, da auch
innerhalb der Neandertaler-Population Unterschiede auftreten konnen. Geht man
weiterhin davon aus, dass die meisten Extrakte nur sehr geringe Mengen an Nean-
dertaler-DNA enthalten, kann nur von einem Bruchteil der Kernzielsequenzen ein
Versuchsergebnis erwartet werden. Drittens haben wir uns die detaillierte Phyloge-
nie der Y-Chromosomen des Neuzeitmenschen [15] sowie die Tatsache zu Nutze
gemacht, dass der zeitliche Abstand zu dem jlingsten gemeinsamen Vorfahren des
Neuzeitmenschen in Bezug auf die Y-Chromosomen, mit ca. 90.000 Jahren [16],
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Abbildung S1

Schematische Darstellung der menschlichen Variation fiir das Y-Chromosom in einem Haplogruppen-
Baum um die Lage der verwendeten SNP Kontrollpositionen Y1-Y5 zu illustrieren, modifiziert nach
Y-DANN Haplogroup Tree 2007.

wesentlich geringer ist als der Abstand zur geschétzten Abspaltung der Population
vom Neandertaler [17]. Wir erwarten deshalb a priori, dass die Y-Chromosomen
der Neandertaler aulerhalb der Variationsbreite der Y-Chromosomen des Neuzeit-
menschen liegen, es sei denn, es hitte eine Ubertragung minnlicher Gene vom
Neuzeitmenschen auf den Neandertaler stattgefunden oder umgekehrt. So konnten
wir Primer zur Amplifikation von fiinf Positionen erstellen, die die untersten Knoten-
punkte im "Stammbaum" neuzeitlicher Y-Chromosomen sowie der Hauptgruppen
definieren, die nahezu alle européischen, asiatischen und die meisten afrikanischen
Y-Chromosomen einschlieBen (Abb. S1, auch in "Supplemental Data" online ver-
fiigbar?).

Alle Kontrollprimerpaare wurden mit unterschiedlichen Primer-Sets fiir das FOXP2-
Gen in vier unterschiedlichen Primer-Mixen kombiniert und es wurde eine zweistu-
fige Multiplex-PCR [18] durchgefiihrt. Zundchst wurde in einer ersten PCR eine
Amplifikation aller Primer tiber 30 Zyklen erreicht. Dann wurden Aliquots entnom-
men und in einer zweiten PCR individuelle Amplifikation mit je einem einzelnen
Primerpaar durchgefiihrt. Fiir jeden Primer und jeden Primer-Mix wurden dariiber
hinaus Mock-Amplifikationen ohne DNA angesetzt. Keine der 108 Sekundir-PCRs
aus diesen Negativ-Kontrollen ergab ein spezifisches Produkt. Die Ergebnisse fiir
die beiden Neandertaler sind in Abbildung 2 dargestellt.

Supplemental Data (Ergéinzende Daten zum in Anm. 1 genannten Artikel): Experimen-
telle Verfahren, eine Abbildung, fiinf Tabellen — abrufbar unter http://www.current-
biology.com/content/article/fulltext?uid=PIIS0960982207020659
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Abbildung 2

Zusammenfassung der Ergebnisse der vier Multiplex-PCRs mit Material der beiden El-Sidrén-Neander-
taler, ausgefiihrt in Leipzig. Die PCRs ergaben Material mit anzestralen Allelen (rot), abgeleiteten
Allelen (griin), abgeleitete Neandertaler-spezifische Formen (blau) und PCRs, die keinerlei spezifische
Produkte ergaben (grau). Detaillierte Darstellung der Ergebnisse in den Tabellen S1 und S2

Bei den autosomalen Kontrollen ergaben neun von 20 Sekundir-PCRs relevante
Produkte. Die Tatsache, dass nicht alle Primerpaare Produkte ergaben zeigt, dass die
Extrakte geringe Mengen an Kern-DNA enthalten, so dass ein Amplifikationserfolg
nur sporadisch eintritt und wahrscheinlich oft von Einzelmolekiilen [10] ausgeht.
Bei zwei der drei analysierten autosomalen Positionen tragen beide Individuen das
anzestrale Allel.

In den fiinf Produkten, die fiir die dritte autosomale Position (A1, Tabelle S1) ge-
wonnen wurden, wurden bei beiden El-Sidrén-Neandertalern sowohl anzestrale als
auch abgeleitete Allele festgestellt, woraus geschlussfolgert werden kann, dass sie
an dieser Position polymorph ausgeprigt waren.

Das zweite Individuum wies zusétzlich ein Allel auf, das weder beim Neuzeitmen-
schen noch beim Schimpansen auftritt. Vorausgesetzt dass diese Sequenzvariante
eine Substitution von G nach T darstellt und nicht eine der tiblicherweise mit friih-
zeitlichen DNA-Schiden einhergehenden Substitutionen [10], stellt diese Sequenz-
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Tabelle S1

Resultate aller vier an beiden Neandertalern durchgefiihrten Multiplex PCRs. Alle PCRs die Produkte
ergaben sind mit A, D oder N gekennzeichnet. ,A” steht fiir den anzestralen Schimpansen dhnlichen
Zustand, ,D” steht furr den abgeleiteten modernen menschlichen Zustand, ,N” bedeutet einen flr
den Neandertaler spezifischen Zustand, “-* steht fiir die Abwesenheit eines PCR-Produktes, ,arti-
facts” fir unspezifische PCR-Produkte und ,n/a” fiir nicht durchgefiihrte PCRs. Die Anzahl der Klon-
sequenzen fir jedes Produkt sind in Klammern angegeben.

variante mit hoher Wahrscheinlichkeit ein authentisches Neandertaler-Allel dar, des-
sen Verifikation allerdings weitere Arbeiten erfordert. Nur fiir eine einzige von vier
X-Chromosomen-Positionen konnte bei einem Individuum ein Produkt amplifiziert
werden. Dieses Individuum wies die anzestrale Form auf. Bei beiden Neanderta-
lern konnten fiir Y-chromosomale Primer Produkte amplifiziert werden, was darauf
schlielen ldsst, dass es sich um ménnliche Neandertaler gehandelt hat. Interessant
ist, dass alle 15 Y-chromosomalen Produkte der fiinf untersuchten Positionen das
anzestrale Allel aufweisen. Dazu gehoren zwei Polymorphismen, die die fritheste
Aufspaltung zwischen den heutigen menschlichen Y-Chromosomen (Y2 und Y4,
Abb. S1) definieren, sowie zwei Polymorphismen, die weniger hiufige afrikani-
schen Y-Chromosomen Gruppen definieren (Y3 und Y5, Abb. S1). Diese Y-Chro-
mosomen-Varianten miissen dann entweder von Y-Chromosomen abstammen, die
nicht zur Variabilitdt der Neuzeitmenschen gehdren, oder von sehr seltenen afrika-
nischen Linien, die von der vorliegenden Untersuchung nicht erfasst worden sind
(Abb. S1). Fiir unsere Zwecke bedeuten diese Ergebnisse, dass weder die miitterli-
cherseits vererbte mtDNA noch die viterlicherseits vererbten Y-Chromosomen einen
Nachweis daflir erbringen, dass eine Geniibertragung von Neuzeitmenschen auf Ne-
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andertaler oder eine nachtrigliche Kontamination von deren sterblichen Uberresten
stattgefunden haben kann. Aus diesen Ergebnissen kénnen wir schlussfolgern, dass
es sich bei dem Ausgangsmaterial der Multiplex PCRs um Kern-DNA von Neander-
talern handelt.

Von den zwei FOXP2-Substitutionen in Exon 7 wurde Position 911 viermal aus dem
ersten Individuum und zweimal aus dem zweiten Individuum gewonnen. In allen
Féllen entsprach das gewonnene Allel dem abgeleiteten Allel des Neuzeitmenschen.
Position 977 wurde beim ersten Individuum einmal und dem zweiten Individuum
zweimal bestimmt. Wieder entsprachen die Allele in allen Fillen der abgeleiteten
Variante des Neuzeitmenschen. Um die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse zu {iber-
priifen, wurden Knochenfragmente eines Neandertaler-Individuums sowie Informa-
tionen iiber die Kontrollprimer an ein Labor in Barcelona/Spanien und an ein Labor
in Lyon/Frankreich geschickt. Beide Labors bestdtigten die Ergebnisse. Sie fanden
stets die abgeleitete Form der FOXP2-Substitutionen und die anzestralen Formen
in den Vergleichsproben (s. Supplemental Data (wie Anm. 2): Experimental Proce-
dures und Tabellen S3 und S4). Das bestidtigt nicht nur die in Leipzig gefundenen
Ergebnisse, sondern beweist, dass zumindest das erste Individuum in Bezug auf die
FOXP2-Substitutionen in Exon 7 sehr wahrscheinlich homozygot war, selbst unter
dem Vorbehalt, dass jede erfolgreiche Amplifikation ein einzelnes Start-Molekiil
reflektiert (Individuum 1; Position 911, 13 Einzel-Amplifikationen, p = 1,2 x 10'4;
Position 977, fiinf Einzel-Amplifikationen, p = 3,1 x 1072) [19].

Um die Frage zu beantworten, ob die Anzeichen fiir eine umfassende Selektion,
wie sie anhand des Allel-Haufigkeits-Spektrums nahe Exon 7 des FOXP2-Gens bei
heutigen Menschen festgestellt wurden, auch bei Neandertalern nachweisbar sind,
wurden in die Multiplex PCRs 3 und 4 (wie zuvor beschrieben) neun Primer-Paare
einbezogen, die Nukleotid-Polymorphismen in der intronischen Region oberhalb
Exon 7 umschlieBen und hochfrequente Allele im Menschen umschlielen, die bei
den meisten Menschen in der abgeleiteten Form auftreten [4]. Bei sieben der neun
fiir die Entdeckung und Datierung des Selektionsschubes (s. Supplemental Data:
Experimental Procedures) wesentlichen Positionen konnte von beiden Neandertaler-
Individuen zumindest ein Produkt gewonnen werden (Abb. 2). Bei sechs der sieben
Positionen zeigten alle Neandertalerproben abgeleitete Allele (Tabelle S1). An einer
Stelle trat in einer Probe des ersten Neandertaler-Individuums das abgeleitete Allel
auf, beim zweiten Neandertaler hingegen das anzestrale Allel. Das deutet darauf
hin, dass diese Position (S5, Tabelle S1) bei den Neandertalern polymorph war. Die
Haufigkeit des abgeleiteten Allels an der genannten Position liegt beim Neuzeit-
menschen bei 0,88, wihrend sie bei den sechs anderen Positionen bei >0,97 liegt
[4], woraus geschlussfolgert werden kann, dass dieses abgeleitete Allel jiinger sein
konnte als die anderen. Damit trat die abgeleitete Form des FOXP2-Proteins nicht
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nur bei den Neandertalern auf, sondern ist auch mit dem im Neuzeitmenschen auf-
tretenden Haplotypen verbunden und hat offenbar einen Selektionsschub erlebt.
Wenn der Selektionsschub, der diese genomische Region beeinflusst hat, tatsich-
lich mit einer bzw. beiden Aminosédure-Substitutionen im FOXP2-Gen verbunden
ist, dann trifft zwangslaufig eins der folgenden drei Szenarien fiir die Evolution des
FOXP2-Gens bei den Hominiden zu. In einem ersten Szenario konnte es zu einer
Ubertragung des positiv selektierten FOXP2-Gens vom Neuzeitmenschen auf den
Neandertaler bzw. in umgekehrter Richtung gekommen sein. Doch das ist eher
unwahrscheinlich. Es konnte weder ein mitochondrieller noch — wie hier dargestellt —
ein Y-chromosomaler-Genfluss zwischen den beiden Hominiden Gruppen nachge-
wiesen werden. Dariiber hinaus ist es auch in anderen Versuchen zum Nachweis
einer Vermischung auf der Grundlage von autosomaler -Variationen bislang nicht
gelungen, einen Genfluss in Richtung Neandertaler festzustellen (J. Mullikin und
D. Reich, personliche Mitteilungen). Eine zweite Moglichkeit besteht im Vorhan-
densein des relevanten FOXP2-Haplotyps in der anzestralen Population des Neu-
zeitmenschen und der Neandertaler und einer spéteren positiven Selektion beim
Neuzeitmenschen nach dessen Aufspaltung von den Neandertalern. Damit dieses
Szenario wahrscheinlich ist, hitte der relevante Haplotyp in der anzestralen Popu-
lation in einer beachtlichen Haufigkeit auftreten miissen, um die relativ hohe Héu-
figkeit bei den Neandertalern zu erkldren. Je hoher jedoch die Haufigkeit einer Va-
riante vor der positiven Selektion, desto unwahrscheinlicher ist die Mdoglichkeit der
Fixierung von Positionen wihrend eines selektiven Schubs [20]. Damit erscheint
auch dieses Szenario relativ unwahrscheinlich. Ein drittes Szenario kénnte in einem
Selektionsschub vor der Trennung der anzestralen Populationen der Neuzeitmenschen
und der Neandertaler vor ca. 300.000 bis 400.000 Jahren bestehen [17].

Geht man von der Annahme aus, dass die Divergenzzeit von Schimpansen und Men-
schen bei 6,5 Millionen Jahren liegt [21, 22], ldge der Zeitpunkt der Fixierung des
Selektionsschubs innerhalb der letzten 260.000 Jahre, und ein Selektionsschub mit
einem selektiven Vorteil von 1 % wiirde dann bis zu seiner Vollendung im Schnitt
50.000 bis 80.000 Jahre in Anspruch nehmen [23]. In Verbindung mit der Tatsache,
dass Abweichungen von Modellannahmen iiber Entstehungszeiten, Selektionskoeffi-
zienten, Populationsgréfen und Panmixia zu noch gréfleren Unterschieden in diesen
Zeitannahmen flihren konnen, kénnte das bedeuten, dass der Selektionsschub in einer
gemeinsamen anzestralen Population von Neandertalern und Neuzeitmenschen be-
gonnen oder stattgefunden hat. Tatséchlich beruhen Schitzungen auf der Grundlage
der Variation bei heutigen menschlichen Populationen notwendigerweise auf simplifi-
zierten Modellen der menschlichen Populationsgeschichte und ungewissen Parame-
tern, was diese Schétzungen zwangsldufig im Hinblick auf die Datierung bestimmter
Ereignisse relativ unzuverlédssig macht. Sollte also das dritte Szenario zutreffen, das

Svante Paabo



heif3t sollten die FOXP2-Substitutionen und der Selektionsschub sich tatsdchlich beim
gemeinsamen Vorfahren von Neandertalern und Neuzeitmenschen ereignet haben,
dann demonstriert die vorliegende Arbeit den Nutzen direkter Tests zur Bestimmung
von neuzeitmenschlichen Substitutionen bei den Neandertalern. Die Genomsequenz
eines Neandertalers wird also unschétzbare direkte Informationen tiber den Zeitpunkt
genetischer Verdnderungen in der menschlichen Abstammungsgeschichte beziiglich
der Divergenz von den Neandertalern liefern [8].

Es sollte darauf hingewiesen werden, dass nur die beiden Verdnderungen analysiert
wurden, von denen bekannt ist, dass sie sich nach der Trennung von Menschen und
Schimpansen im Exon 7 des FOXP2-Gens ereignet haben. Obwohl die Wahrschein-
lichkeit eher gering ist, ist es angesichts des hohen Konservierungsgrades dieses
Gens moglich, dass an anderer Stelle im FOXP2-Gen weitere Neandertaler-spezifi-
sche Substitutionen vorhanden sind. Nur die vollstindige Sequenz eines kompletten
Gens, zum Beispiel eine Neandertaler-Genom-Sequenz [8], wiirde deshalb eine um-
fassende Evaluierung der Funktion des FOXP2-Gens beim Neandertaler erlauben.
Die vorliegenden Ergebnisse beweisen, dass die Neandertaler {iber ein FOXP2-
Protein verfiigten, dass an den einzigen beiden Positionen, die bei Menschen und
Schimpansen unterschiedlich sind, mit dem FOXP2 des heutigen Menschen iden-
tisch ist. Vernachldssigt man das eher unwahrscheinliche Szenario eines Genflusses,
wird damit der Nachweis erbracht, dass diese Verdnderungen bereits im gemeinsa-
men Vorfahren von Neuzeitmenschen und Neandertalern vorhanden waren. Der Zeit-
punkt dieser genetischen Verdnderungen muss folglich wesentlich weiter zurtick-
liegen als bisher auf der Grundlage der verfiigbaren menschlichen Diversitédtsdaten
angenommen, was den Nutzen eines direkten Nachweises anhand von Neandertaler-
DNA-Sequenzen fiir das Verstindnis der neuzeitmenschlichen Evolution zeigt. Was
auch immer die Funktion der beiden Aminosiure-Substitutionen bei der Ausbildung
der menschlichen Sprache sein mag, sie sind nicht auf den Neuzeitmenschen be-
schrinkt, sondern bereits in Neandertalern nachweisbar. Weiterfiihrende in-vivo- und
in-vitro-Experimente sollten zur Klérung der Funktion der beiden Aminosdure-Sub-
stitutionen beitragen.

Versuchsaufbau

DNA-Extraktion und -amplifikation

Die Knochenproben des El-Sidron-Neandertalers wurden unter sterilen Bedingun-
gen, das heifit im Laborkittel, mit sterilen Handschuhen, Gesichtsmasken und sterilen

Messern direkt an der Ausgrabungsstelle von 2006 entnommen, sofort eingefroren
und nach Leipzig gebracht. In Leipzig wurden die DNA-Proben in einem auf friih-
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zeitliche DNA spezialisierten Labor untersucht. Zur Minimierung der Kontamination
mit heutiger menschlicher DNA wurde zunichst die Oberfliche der Knochen ent-
fernt, dann wurden ~350 mg Knochenmasse entnommen, zerrieben und wie be-
schrieben extrahiert [24]. Die zweistufigen Multiplex-PCRs [17] wurden unter Ver-
wendung eines Gesamtvolumens von 20 pl, das bis zu 14 Primer-Paare enthielt,
eingeleitet und ca. 10 min bei Raumtemperatur mit 0,5 Einheiten Shrimp-Nuklease
(Biotec Pharmacon) inkubiert, um doppelstringige DNA zu zerstoren, die die Rea-
genzien hétte verunreinigen kénnen. Nach der Inaktivierung der Nuklease (30 min)
bei 65°C, wurden 5 pl Extrakt zugegeben. In der ersten und zweiten PCR wurden
je dreiflig Zyklen durchgefiihrt. Die Reaktionsbedingungen entsprachen mit Aus-
nahme der Annealing-Temperatur (55°C) der Beschreibung [18]. Amplifikations-
produkte von entsprechender GroBe wurden mit Hilfe des TOPO-TA-Klon-Kits
(Invitrogen) geklont. Zwischen drei und 16 Klone wurden pro PCR-Produkt in einem
Kapillarsequenzer ABI3730 (Applied Biosytems) (Tabelle 1) sequenziert. Primer-
sequenzen, Extraktions- und Amplifikationsbedingungen sowie die Ergebnisse aus
Barcelona und Lyon sind in den Supplemental Data beschrieben.

Supplemental Data (Erganzende Daten)

Experimenelle Verfahren, eine Abbildung, fiinf Tabellen — abrufbar unter
http://www.current-biology.com/content/article/fulltext?uid=PI1S0960982207020659
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