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Ist der Erreger der Beulenpest erst vor

3000 Jahren entstanden?

Historische Evolution kann man nicht direkt beobachten. Deshalb haben sich Evolutionsbiologen
lange gewunscht, DNA-Sequenzen von fossilen Organismen zu kennen. Inzwischen kann man
sogar fossile Genome (= komplettes Erbgut) sequenzieren. Mehrere fossile und noch dazu sehr gut
datierte Genome des Pestbakteriums Yersinia pestis legen nahe, dass der gefurchtete Erreger der
Beulenpest erst vor etwa 3000 Jahren entstanden ist. Damit ist der Pesterreger ein Beispiel dafur,
dass die Sequenzierung fossiler DNA die historische Evolutionsbiologie in eine neue Ara fihrt.

Siegfried Scherer
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Pest: Eine alte biologische Waffe

Yersinia pestis verursacht die Beulenpest und
gehort damit zu den gefiirchtetsten bakteriellen
Krankheitserregern. Nicht erst heute ist der Er-
reger als Biowaffe im Gesprich. Es gibt Indizien
daftir, dass der Pesterreger bereits im Jahr 1346
bei der Belagerung der Stadt Kafa durch die Tar-
taren eingesetzt wurde. Die Belagerer sollen ihre
Pesttoten tiber die Mauern der Stadt katapultiert
haben (WHEELIs 2002). Die infizierten Fliichten-
den konnten die verheerende mittelalterliche
Pestpandemie (,,Schwarzer Tod*) in Europa mit
einem Hohepunkt zwischen 1347-1353 ausge-
16st haben, sie soll schitzungsweise 25 Millionen
Todesopter gefordert haben.

Beschreibungen von Epidemien, die mut-
mabBlich auf Yersinia pestis zurtickgehen, kennt
man schon aus dem 5. Jahrhundert vor Christus
und man weil} heute, dass auch die spitantike
Justinianische Pandemie, welche zur Zeit des
ostromischen Kaisers Justinian (527-565) gras-
sierte, mit groBer Wahrscheinlichkeit durch Yer-
sinia pestis verursacht wurde. Die dritte Pandemie
begann in der zweiten Hilfte des 19. Jahrhunderts
und forderte wohl weit tiber 10 Millionen To-
desopfer. Zwischen diesen drei Pandemien traten
immer wieder kleinere Epidemien in Europa und
in Asien auf und bis heute ist Yersinia pestis eine
Bedrohung flir den Menschen (Boire 2013).

Wihrend der dritten Pandemie wurde der
Erreger von dem franzdsischen Arzt Alexandre
YersiN isoliert und die Ubertragung durch Flohe
konnte aufgeklirt werden. Yersinia pestis ist ein
Gram negatives Bakterium aus der Familie der
Enterobacteriaceae, zu welchen unter anderem
Bakterien wie Escherichia coli gehoren, die den
Darm von vielen Tieren besiedeln. Die Herkunft
der zahlreichen Gene, welche den Pesterreger
zu einem der gefihrlichsten bakteriellen Krank-
heitserreger der Menschheitsgeschichte machen
(,,Virulenzfaktoren®), ist noch ungeklirt, derzeit
existiert eine Reihe unterschiedlicher Hypo-
thesen.

Taxonomische Stellung von
Yersinia pestis

Zur Gattung Yersinia zahlt man heute rund 20
Arten. Darunter finden sich neben dem Pest-
erreger die pathogenen Species Y. enterocolitica
und Y. pseudotuberculosis, die beim Menschen
die Yersiniose auslosen, eine durch Lebensmittel
tibertragene Erkrankung des Gastrointestinal-
traktes, zuweilen kommt es in Folge auch zur
Infektion von Gelenken und der Skelettmus-
kulatur. Fiir die Ubertragung dieser Erreger ist
ihre Kiltetoleranz wichtig, wodurch sie sehr gut
in gekiihlten Lebensmitteln wachsen kénnen

JAHRGANG 23 | 1-2016



(NEUHAUS et al. 2003). Heute hat man Hinwei-
se darauf, dass ein natiirliches Reservoir von Y.
enterocolitica moglicherweise Insekten sind, weil
das Bakterium insektizide Toxine produziert
(Fucns et al. 2008).

Y. enterocolitica gehort zu einer anderen Spe-
ciesgruppe der Gattung Yersinia als der Pesterreger
und man vermutet, dass die krankmachenden
Eigenschaften der humanpathogenen Yersinia-
Arten unabhingig voneinander in einer Parallel-
evolution entstanden sind (REUTER et al. 2014).
Y. pseudotuberculosis und Y. pestis sind sehr eng
miteinander verwandt, bei Anwendung etablierter
taxonomischer Kriterien diirfte man den Pest-
erreger keinesfalls als eigene Art fithren, doch man
hat das Bakterium aufgrund seiner hochgefihrli-
chen Eigenschaften in einer eigenen Art belassen.
Einen dhnlichen Fall findet man bei dem ebenfalls
biowaffentauglichen, extrem gefihrlichen Milz-
branderreger Bacillus anthracis, welcher genetisch
lediglich eine wenig unterschiedliche Variante
des vergleichsweise harmlosen Durchfallerregers
Bacillus cereus ist (Bonm et al. 2015).

Innerartliche Biodiversitat des
Pesterregers: Darwin’sche oder
Neutrale Evolution?

Insgesamt wurden Hunderte kompletter Y. pestis-
Genome von Isolaten aus aller Welt sequen-
ziert. Beim Vergleich dieser Genome fillt auf,
dass im Gegensatz zur Umgruppierung von
Genen durch Rekombination (Anderung der
Reihenfolge der Gene auf dem Chromosom)
nur sehr wenige Punktmutationen vorkommen.
Man kann analysieren, wie viele dieser Punkt-
mutationen in proteincodierenden Genen eine
Aminosiureinderung ergeben (dann spricht
man von nicht-synonymen Mutationen, dN)
und wie viele stille Mutationen vorkommen,
welche nicht zu einer Anderung der Amino-
sauresequenz fiihren (= synonyme Mutationen,
dS). Vereinfachend gilt, dass stille Mutationen
neutral sind, also nicht der Selektion unterlie-
gen, denn sie verandern nicht die Funktion der

codierten Proteine. Nichtsynonyme Mutationen
fithren dagegen oft zu Verschlechterungen oder
in Ausnahmefillen auch zur Verbesserung einer
Proteinfunktion (zuweilen sind sie auch neutral)
und unterliegen daher der negativen oder posi-
tiven Selektion. An dem Verhiltnis von dS und
dN kann man erkennen, ob bei der Evolution
einer Gruppe Selektion eine Rolle spielte, dann
liegt Darwin’sche Evolution vor, oder ob keine
Selektion nachgewiesen werden kann, dann liegt
Neutrale Evolution vor (SCHERER 2013).

Eine solche Analyse ergab bei Y. pestis sehr
deutliche Hinweise darauf, dass die intraspezifi-
sche molekulare Diversitit zum weit iiberwie-
genden Teil nicht durch Darwin’sche Selektion,
sondern durch neutrale Evolution entstanden ist
(AcHTMAN et al. 1999). Das Vorliegen neutraler
Evolution ist ein Argument daflir, dass eine hy-
pothetische Molekulare Uhr eher mit konstanten
Raten ,,tickt™.

Wann ist der Pesterreger
entstanden?

In einer vielbeachteten Arbeit von 1999 schlugen
AcHTMAN et al. aufgrund der Anwendung der
molekularen Uhr vor, dass der Pesterreger erst vor
1500-20 000 Jahren aus Y. pseudotuberculosis her-
vorging, das wire relativ kurz vor den ersten
bekannten Pestepidemien gewesen (ACHTMAN et
al. 1999). Sie schlossen das aufgrund von zwei Be-
obachtungen: Sechs Gene, deren Sequenzen aus
tiber 30 aus der ganzen Welt isolierten Y. pestis-
Stimmen teilsequenziert wurden, wiesen keiner-
lei Unterschiede auf (extrem klonale Populations-
struktur) und diese Gene waren nahezu identisch
mit den entsprechenden Genen aus Y. pseudo-
tuberculosis.

Neun Jahre spiter revidierte ACHTMAN seine
Einschitzung (AcHTMAN 2008). Er nannte eine
ganze Reihe von Griinden, warum die moleku-
laren Uhren von Bakterien keine verlisslichen
Altersangaben liefern; eines der Hauptprobleme
ist die problematische Eichung der Uhren, die
aufgrund hochspekulativer Annahmen erfolgt.

e - Zahl der Sequenzier- | Erkrankungs-
Zeitliche Einordnung Skelette e o Referenz
,Schwarzer Tod“ Bos et al.
1346 —1352 AC 1 22x Beulenpest 201
Justinianische Pest Wagner
541—-543 AC 2 5X Beulenpest et al. 2014
Pestinfektionen der Bronzezeit
ca.950 v.Chr. 1 0,25X Beulenpest*
ca.1700 v.Chr. 1 8x Lungenpest Rasmussen
€a.2000 — 2400 v.Chr. 3 0,14 — 0,82x Lungenpest | etal.2015
ca.2700 —2800 v.Chr. 2 0,2 —29x Lungenpest
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Tab.1 Zusammenstellung
der bekannten fossilen Y.
pestis-Genomsequenzen.
Die Sequenzierabdeckung
gibt an, wie viele Sequenzen
aus fossilem Material pro
Zielsequenz erreicht wurden.
Je hoher die Sequenzierab-
deckung, desto zuverlassi-
ger kann die Sequenz des
fossilen Genoms ermittelt
werden. * Die aus einem auf
ca. 950 Jahre vor Christus da-
tierten Skelett stammende
Y. pestis-Sequenz enthielt
zum ersten Mal das ymt-
Gen, welches fiir die Be-
siedlung von Flohen durch
Y. pestis erforderlich ist. Erst
die Ubertragung des Erre-
gers durch den Biss eines
infizierten Flohs fhrt zur
epidemischen Beulenpest.
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Abb.1 A Stammbaum heuti-
ger und fossiler (rote Pfeile)
Y. pestis-Genome.,,RISE505"
(ca.1700 Jahre v.Chr.) und
,RISE509“ (ca. 2850 Jahre v.
Chr.) sind zwei bronzezeit-
liche Genome. Das Genom
LJustinian plague” wurde
auf etwa 540 Jahre datiert
und ,,Black Death“ bezeich-
net ein Genom aus der Pest-
epidemie um 1350 n. Chr. Die
unterschiedlichen Astlangen
einzelner Abstammungslini-
en weisen auf unterschied-
liche Evolutionsgeschwin-
digkeiten, d. h. verschiedene
Ganggeschwindigkeiten der
molekularen Uhr, hin.

B Karte der archaologischen
Fundstellen bronzezeitli-
cher Skelette mit Datie-
rungen, in deren Zdhnen

Y. pestis-DNA gefunden
wurde. (Aus RASMUSSEN et
al.2015, Abb. 1 und Abb. 4B,
http://dx.doi.org/10.1016/j.
cell.2015.10.009; CC BY 4.0)
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Als einzigen Ausweg aus dem Eichungsdilemma
nannte ACHTMAN verlisslich datierte fossile DNA-
Sequenzen, die aber 2008 nicht vorhanden waren.

Nahezu komplette Genome von
fossilen Pesterregern

Nur drei Jahre spiter publizierten Bos et al.
(2011) die DNA-Sequenz eines nahezu kom-
pletten Yersinia pestis-Genoms, welches aus
den Zihnen von Pesttoten eines Londoner
Friedhofs aus der Pandemie von 1346-1352
gewonnen wurde (Tab. 1, Abb. 1). Dieses Ge-
nom unterschied sich von einem heutigen Y.
pestis-Genom tiiberraschenderweise nur durch
97 Punktmutationen an insgesamt rund 4 Mil-
lionen chromosomalen Basenpaaren. Dieser
Stamm gehorte zu denVorfahren aller spiteren
in Europa auftretenden Pestepidemien. Erstmals
konnte die molekulare Uhr an einem fossilen,
exakt datierten Genom geeicht werden. Aller-
dings fanden Cur et al. (2013) nur zwei Jahre
spater durch Vergleich von 133 kompletten
heutigen Y. pestis-Genomen mit diesem fos-
silen Genom, dass die Raten der molekularen
Y. pestis-Uhr stark variieren (Cul et al. 2013).
Sie liegen zwischen 3 x 10-9 — 130 x 10-9
Nukleotidaustauschen pro DNA-Position und
pro Jahr — das ist eine Schwankung um einen
Faktor groBer 40.
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Im Jahr 2014 legten WAGNER et al. die nahezu
kompletten Genomsequenzen von zwei weite-
ren Y. pestis-Stimmen aus dem Bajuwarenring-
Friedhof von Aschheim in Bayern vor, der aus
der Zeit der Justinianischen Pestepidemie (ca.
540-543 n. Chr.) stammt (WAGNER et al. 2014).
Nur ein Jahr spiter erfolgte die Sequenzierung
von sieben Y. pestis-Genomen aus bronzezeitli-
chen Skeletten (Abb. 1B), die ein durch Dendro-
chronologie geeichtes Radiokarbonalter von ca.
950-3000 Jahren v. Chr. aufwiesen (RASMUSSEN et
al. 2015, Tab. 1). Damit ist insgesamt eine fossile,
relativ breite und sehr genau datierte Datenbasis
gegeben, um durch statistische Methoden den
Zeitpunkt der Entstehung des Pesterregers durch
eine fossil geeichte molekulare Uhr einzugren-
zen. Die derzeitigen Befunde lassen eine Reihe
von nachfolgend genannten Schlussfolgerungen
zu (vgl.Abb. 2). Diese Schlussfolgerungen stehen
allerdings unter dem Vorbehalt einer zwar sub-
stantiellen, aber immer noch zu schmalen fossilen
Datenbasis. Sowohl neue fossile Sequenzen als
auch neue Genome heutiger Y. pestis-Stamme
konnten das Bild deutlich dndern.

e Der aus einem bronzezeitlichen Skelett
isolierte Y. pestis-Stamm RISE509 steht an der
Basis aller fossilen und heutigen Y. pestis-Stimme,
deren Ursprung vor etwa 5000-7000 Jahren
anzusetzen ist (Abb. 2).

* Die frithen bronzezeitlichen Erreger konn-
ten nur die Lungenpest ausldsen, weil ihnen das
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Gen ymt fehlte, welches fuir die stabile Besiedlung
von Flohen durch Y. pestis notig ist. Der Erreger
der Beulenpest entstand daher wohl erst vor
etwa 3000 Jahren, denn im spitbronzezeitlichen
Isolat von 950 v. Chr. wurde dieses Gen erstmalig
gefunden (vgl. Tab. 1).

* Der Erreger der Justinianischen Pestpan-
demie konnte unabhingig vom Erreger der
Schwarzen Pestpandemie aus einer Nagetierpo-
pulation auf den Menschen tibertragen worden
sein.

* Yersinia pestis ist tatsichlich eine extrem
klonale Art (s. 0.), die taxonomisch zu Y. pseu-
dotuberculosis gehdrt, von der sie sich vor rund
55.000 Jahren getrennt hat (Abb. 2).

Wenn man die an den fossilen, datierten Y.
pestis-Genomen geeichte molekulare Uhr spe-
kulativ auf die Gattung Yersinia tibertrigt, konnte
diese moglicherweise nur eine Million Jahre alt
sein, was im Gegensatz zu fritheren Schitzungen
von 41-186 Millionen Jahren steht (ACHTMAN
et al. 1999). Falls die flir Y. pestis abgeschitzte
Ganggeschwindigkeit der molekularen Uhr auch
fiir andere Enterobakterien gelten sollte (was
man allerdings noch nicht gemessen hat), dann
konnte auch die oft zitierte, auf ca. 140 Millionen
Jahre geschitzte Aufspaltung von Escherichia und
Salmonella (OcHMAN & WiLsoN 1987) um zwei
GroBenordnungen zu hoch gegriften sein.
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Abb.2 Durch ein komple-
xes statistisches Verfahren
wurde aus den fossilen
und heutigen Y. pestis-
Genomsequenzen sowie aus
den direkten Datierungen
der fossilen Proben eine
molekulare Uhr berechnet.
Je weiter die Aufspaltungs-
ereignisse zuriick liegen,
desto gréRer wird der
potentielle Fehler der mo-
lekularen Uhr. (Nach Ras-
MUSSEN et al. 2015, Abb. 4C,
http://dx.doi.org/10.1016/j.
cell.2015.10.009; CC BY 4.0)
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