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Schuster bleib bei deinen Leisten – bakterieller Zelltod
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Eine Vielzahl wissenschaftlicher Theorien ist ihrem Cha-
rakter nach einfach und somit Lernenden und der breiten
�ffentlichkeit leicht verst�ndlich zu machen. Solche einfa-
chen Theorien und Konzepte werden daher h�ufig in be-
nachbarte Wissensgebiete �bertragen und auch von fremden
Fachrichtungen aufgenommen. Das Gebot der Einfachheit
oder auch das Sparsamkeitsprinzip in der Wissenschaft ist als
Ockhams Rasiermesser bekannt geworden. Ockhams Ra-
siermesser sagt aus, dass im Falle zweier konkurrierender
Theorien die einfachere der komplexeren vorgezogen werden
sollte.[1]

Das Konzept der reaktiven Sauerstoffspezies (reactive
oxygen species, ROS) ist in den Lebenswissenschaften eine
solche einfache und hochgradig erfolgreiche Theorie. Jeder
lebende Organismus produziert ROS mithilfe der Fenton-
Reaktion, wobei Fe2+ oder Cu+ Radikale wie COH aus H2O2

produzieren. H2O2 ist hierbei ein Reaktionsprodukt von
Flavoenzymen, entstanden durch unvollst�ndige Reduktion
von Sauerstoff. Weitere Faktoren wie Rauchen oder Um-
welteinfl�sse tragen zus�tzlich zur Produktion von ROS im
menschlichen Kçrper bei.[2–4] Die hochreaktiven Sauerstoff-
radikale wie COH reagieren wiederum mit wichtigen Biomo-
lek�len, in erster Linie mit Lipiden und weiterhin mit DNA
und Proteinen, und ver�ndern diese chemisch, wobei die
Funktion der Zelle gestçrt wird und diese letztlich abstirbt
oder in einem komplexeren Organismus zur Krankheit f�hrt.
Die Produktion von ROS in lebenden Organismen ist un-
vermeidlich, und so haben alle Lebewesen effektive Entgif-
tungsstrategien entwickelt, um freie Radikale abzufangen.
Die Enzyme Superoxid-Dismutase (SOD) und Catalase ent-
giften den Organismus beispielsweise von H2O2, effektive
Radikalf�nger wie Ascorbins�ure (Vitamin C) reagieren mit
freien Radikalen in der w�sserigen Phase, und Tocopherole
(Vitamin E) sch�tzen Lipidmembranen in der Lipidphase.[2]

Im Falle einer Stçrung des Gleichgewichtes von Radikal-

produktion und Entgiftung tritt der Zustand des oxidativen
Stresses ein, ein passender und einpr�gsamer Begriff, der von
Sies et al. eingef�hrt wurde.[5] Das Konzept des oxidativen
Stresses zur Erkl�rung der Ethologie einer Reihe degenera-
tiver Krankheiten wurde mit Erfolg angewendet, unter an-
derem zur Erkl�rung der Entstehung von einigen Krebsarten
sowie von Herz-Kreislauf- und Parkinson-Erkrankungen.[3]

Als Folge dessen entwickelte sich die Theorie der Anti-
oxidantien (Reduktionsmittel, die in der Lage sind, ROS
abzufangen). Die Antioxidantientheorie besagt, dass sich alle
Verbindungen, die in der Lage sind, ROS abzubauen, be-
sonders solche, die t�glich mit der Nahrung aufgenommen
werden, positiv auf die menschliche Gesundheit auswirken.
Eine Vielzahl von Verbindungen, vor allem die Polyphenole,
eine Klasse allgegenw�rtiger, pflanzlicher Sekund�rmetabo-
lite, zeigte in s�mtlichen In-vivo- und In-vitro-Studien in
Zellkulturen ausgezeichnete antioxidative Eigenschaften.
Die Antioxidantientheorie ist mittlerweile Teil der wissen-
schaftlichen Allgemeinbildung geworden und wird auf zahl-
reichen Lebensmittelpackungen zur Werbung genutzt, h�ufig
mit den Worten „reich an Antioxidantien“.

Im letzten Jahrzehnt kamen jedoch vermehrt Zweifel an
der Antioxidantienhypothese auf. Erstens konnten Biover-
f�gbarkeitsstudien eindeutig zeigen, dass die Plasmakonzen-
tration von Antioxidantien aus der Nahrung, besonders die
von Polyphenolen, sehr gering ist (in der Regel im nanomo-
laren Bereich). Es scheint nicht plausibel, dass bei solch ge-
ringen Konzentrationen Polyphenole dieselbe Aufgabe als
Radikalf�nger aus�ben kçnnen wie Ascorbins�ure oder
Tocopherole, die im Plasma in mikromolaren Konzentratio-
nen vorliegen (z.B. Ascorbins�ure 50 mm, Tocopherole
30 mm). Zweitens wurde beobachtet, dass die meisten so ge-
nannten Antioxidantien aus der Nahrung intensiv von der
Darmmikroflora metabolisiert werden, wobei der in der Re-
gel reduktive Metabolismus der Darmbakterien lipophilere
Metabolite produziert, die eine erhçhte Bioverf�gbarkeit
aufweisen, zugleich aber schlechtere Antioxidantien in vitro
sind.[6] Zu guter Letzt wurden 30 Jahre nach der Formulierung
der Antioxidantientheorie Biomarker entdeckt, die zuver-
l�ssige Informationen �ber den Redoxzustand des Organis-
mus liefern. Als solche Biomarker fungieren oxidierte Pro-
staglandine (Isoprostane), die problemlos im menschlichen
Urin aufgesp�rt werden kçnnen. Die Messung dieser Iso-
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prostane im Urin im Rahmen klinischer Interventionsstudien,
entweder nach Verabreichung von hohen Dosen an antioxi-
dativen Polyphenolen als Reinsubstanzen oder auch nach
Verzehr von Nahrungsmitteln bestehend aus großen Mengen
an Fr�chten und Gem�se (und somit reich an „Antioxidan-
tien“), zeigten, dass die „antioxidativen“ Polyphenole in
Wirklichkeit keinerlei Einfluss auf den Redoxstatus des Or-
ganismus hatten.[5] Als Folge dessen kann die Antioxidan-
tienhypothese als widerlegt betrachtet werden. Nach derzei-
tigem Wissensstand spielt der antioxidative Effekt nur eine
kleine (oder vielleicht auch gar keine) Rolle f�r die gesund-
heitsfçrderlichen Effekte der Polyphenole.[7] Leider hat al-
lerdings jede wissenschaftliche Theorie, auch nachdem sie
sich als ung�ltig erwiesen hat, eine sehr lange Halbwertszeit
in der breiten �ffentlichkeit – und selbst in Fachkreisen.

W�hrend in den meisten F�llen die Produktion von ROS
f�r den Organismus sch�dlich ist, kann sie auch bei der Ver-
teidigung gegen Feinde n�tzlich sein. Dieser Effekt wurde in
der Literatur als prooxidativer Effekt beschrieben. So kçnnen
alle Verbindungen, die in der Lage sind, die Konzentration
von Fenton-Ionen zu erhçhen, den oxidativen Stress verst�r-
ken und die sch�dlichen freien Radikale als tçdliche Waffe
gegen alle Arten von Feinden einsetzen. Dieses Konzept
wurde genutzt, um die pr�ventive Wirkung einiger Polyphe-
nole gegen Krebs[8] ebenso wie den Mechanismus zu erkl�ren,
mit dem T-Lymphozyten der menschlichen Immunabwehr
Invasoren unsch�dlich machen (Schema 1).

Vor einigen Jahren wurde dieses Konzept von Kohanski
et al. herangezogen, um die bakterizide Wirkung vieler An-
tibiotika zu erkl�ren und damit eine vereinheitlichte Theorie
antibiotischer Wirkung zu entwickeln.[9] Kohanski et al.
konnten in einer Reihe eleganter Experimente �berzeugend
belegen, dass ausgew�hlte Antibiotika unterschiedlichster
Verbindungsklassen, z. B. Ampicillin [ein b-Lactamantibioti-
kum (Zellwandbiosyntheseinhibitor)], Norfloxacin [ein Chi-
nolonantibiotikum (DNA-Gyraseinhibitor)] und Kanamycin
[ein Aminoglycosidantibiotikum (Inhibitor der bakteriellen
Proteinbiosynthese)] (Schema 2), die eine bakterizide und
keine bakteriostatische Aktivit�t gemeinsam haben, die
ROS-Produktion in Escherichia coli mit tçdlichem Ausgang
f�r die Bakterien anschalten. Es wurde gefolgert, dass die
Bindung der Antibiotika an ihre biologischen Targets eine
untergeordnete Rolle f�r ihre bakterizide Aktivit�t spielt.
Die Produktion von ROS wurde mithilfe eines COH-spezifi-
schen Farbstoffindikators (Hydroxyphenylfluorescein, HPF)
nach Zugabe von H2O2 nachgewiesen. Die Oxidation des
Farbstoffes wurde durch Zugabe eines typischen Radikal-
f�ngers wie Thioharnstoff unterbunden. Die Autoren schlu-
gen vor, dass die Produktion von ROS nach Sch�digung von
Fe-haltigen Enzymen und anschließender Freisetzung von

Fe2+-Ionen in die zellul�re Fl�ssigkeit erfolgte. Die erhçhte
Produktion von COH erfolgte durch die Fenton-Reaktion, die
im Anschluss zur Sch�digung von DNA und Proteinen und
letztlich zum Zelltod f�hrte. Die Zugabe von Fe2+-Chelatoren
hemmte den Zelltod. In einer Reihe weiterer differentieller
Genexpressionsexperimente, auch mit Knock-out-St�mmen,
konnten die Autoren zeigen, dass der katabolische Abbau
von NADH als Folge einer metabolischen Antwort des
Krebszyklus zu einer Freisetzung von Fe2+-Ionen und somit
zur Produktion von COH in der Fenton-Reaktion f�hrt. Das
einfache Konzept der ROS-Theorie wurde auf ein weiteres
wichtiges Feld der Wissenschaft �bertragen und lieferte eine
widerspruchsfreie Erkl�rung f�r den Wirkmechanismus bak-
terizider Antibiotika. Hoffnung wurde geweckt, dass diese
Theorie zur Entwicklung neuer Antibiotika im Kampf gegen
resistente St�mme f�hren w�rde. Die einzigen Kritikpunkte
an den Arbeiten von Kohanski et al. waren, dass es zweifel-
haft war, ob ein Farbstoff wirklich selektiv das hochreaktive
COH-Radikal nachweisen kçnnte, sowie die unrealistische
Konzentration von 1 mm von eingesetztem H2O2, die die ex-
perimentell ermittelte H2O2-Konzentration von 0.15 mm in
E. coli um den Faktor 6000 �berschritt.[10] Der letzte Punkt ist
ein Fehler, der auch in ern�hrungsrelevanten Arbeiten zu
Antioxidatien oft gemacht wurde und einige Verwirrung
stiftete.

Zu Beginn dieses Jahres erschienen in Science zwei Ar-
beiten der Gruppen von Imlay[11] und Lewis,[12] die beide
unabh�ngig voneinander in einer Reihe von gut durchdachten
Experimenten demonstrieren konnten, dass das Konzept des
durch ROS ausgelçsten bakteriellen Zelltodes nicht haltbar
ist. Beide Arbeitsgruppen setzten dieselben Antibiotika wie
Kohanski et al. ein: Ampicillin, Kanamycin und Norfloxacin
(allerdings in leicht unterschiedlichen Konzentrationen). Als
Modellorganismus wurde in beiden F�llen E. coli eingesetzt,

Schema 1. Erzeugung von ROS und ihre Folgen f�r die menschliche Gesundheit.

Schema 2. Antibiotika aus den Arbeiten von Kohanski et al., Imlay und
Liu sowie Lewis et al.[9,11, 12]
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wobei Lewis und Mitarbeiter noch zus�tzliche Experimente
mit Pseudomonas aeruginosa durchf�hrten. Beide Gruppen
konnten zeigen, dass bei Kultivierung der Bakterien unter
anaeroben Bedingungen kein vermehrter Zelltod zu beob-
achten war. Somit konnte der Einfluss von Sauerstoff als
Ausgangsmaterial f�r die vermehrte Produktion von H2O2

mit nachfolgendem Zelltod ausgeschlossen werden. Die Ar-
beitsgruppe von Imlay bestimmte EPR-spektroskopisch die
intrazellul�re Fe2+-Konzentration und maß zudem die Kon-
zentration von H2O2 im Wachstumsmedium im Anschluss an
die Behandlung mit Antibiotika. Die Forscher fanden dabei
keine Erhçhung der Konzentration beider Spezies nach An-
tibiotikazugabe. Weiterhin waren Mutanten, denen Catalase
und SOD fehlten und die somit eine erhçhte intrazellul�re
H2O2-Konzentration hatten, nicht empfindlicher gegen die
eingesetzten Antibiotika. qRT-Polymerasekettenreaktionen
(qRT= quantitative real time) des oxyR-Regulons, das bei
H2O2-Konzentrationen oberhalb von 1 mm exprimiert wurde,
zeigten weder einen Konzentrationsanstieg noch konnte eine
Hypersensitivit�t von DNA-Reparaturmutanten beobachtet
werden. Ein Anstieg der �berlebensrate im Anschluss an
Thioharnstoffbehandlung konnte reproduziert werden, wo-
gegen alternative Radikalf�nger wie Ethanol keinen Einfluss
auf die �berlebensrate der Bakterien hatten. Die Beobach-
tung von Kohanski et al. , dass die Oxidation des HPF-Farb-
stoffes durch COH-Radikale erfolgte, wurde detailliert von der
Arbeitsgruppe von Lewis untersucht. In einem Durchflu-
sszytometrie-Experiment wurden fluoreszierende und nicht-
fluoreszierende Zellen getrennt, und im Anschluss wurde
beobachtet, dass beide getrennten Kolonien eine identische
�berlebensrate aufwiesen. Zur Erkl�rung dieser Befundes
schlugen Lewis et al. vor, dass sterbende Zellen andere Pro-
dukte als das COH-Radikal produzieren, die in der Lage sind,
den Farbstoff zu oxidieren, w�hrend die Gruppe von Imlay
auf Basis von In-vitro-Experimenten postulierte, dass FeO2+ –
ein typisches Intermediat der Fenton-Reaktion – die Farb-
stoffoxidation verursacht.

Die Experimente der Arbeitsgruppen von Imlay und
Lewis belegen �berzeugend, dass ROS nicht f�r den Zelltod
von Bakterien nach Antibiotikabehandlung verantwortlich
sind. Das Konzept der ROS hat zweifelsohne seinen wert-
vollen Platz auf vielen Gebieten der biologischen Forschung,
kann jedoch nicht verallgemeinert zur Erkl�rung des bakte-
riellen Zelltods herangezogen werden. Wie auch im Fall der

Antioxidantienhypothese wurde das ROS-Konzept, obwohl
es einfach und elegant ist, im Bereich der Antibiotikafor-
schung widerlegt. Sowohl bei den „Antioxidantien“ als auch
bei den bakteriziden Antibiotika beginnt die Suche nach dem
Mechanismus ihrer biologischen Wirkung von Neuem.

Biologische Systeme sind von Natur aus komplex, und der
vorliegende Fall zeigt: Auch wenn gut konzipierte Experi-
mente eine oberfl�chlich betrachtet widerspruchsfreie neue
Theorie zun�chst zu best�tigen scheinen, bedarf es f�r deren
zweifelsfreie Untermauerung dennoch einer grçßtmçglichen
Zahl an Kontrollexperimenten. Bez�glich der Anwendung
von Ockhams Rasiermesser in der Biologie darf man sich der
Meinung von Francis Crick anschließen, der sagte: „W�hrend
Ockhams Rasiermesser ein n�tzliches Werkzeug in der Physik
darstellt, ist es sehr gef�hrlich, es in der Biologie einzusetzen.
Es ist unbesonnen, Einfachheit und Eleganz als Leitfaden f�r
biologische Forschung einzusetzen“.[13]
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