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Das lipophile Antibioticum Rifampicin wird erfolgreich gegen Tuberkulose eingesetzt. Auf 
molekularer Ebene stort es den Stoffwechsel von Eubakterien durch die Blockierung der 
RNA-Synthese. Dieser Effekt ist die Folge der starken Bindung des Arzneimittels a n  eine 
einzige und hochspezifische Bindungsstelle auf der DNA-abhangigen RNA-Polymerase. 
Die Katalyse des Kettenstarts der RNA-Synthese und die der Kettenverlangerung werden 
durch das Enzym-gebundene Arzneimittel stark gehemmt. Diesen Befund kann man durch 
den EinfluB des Enzym-gebundenen Rifampicins auf die Bindungsstellen fur die Reakti- 
onsprodukte Diphosphat und RNA erklaren. Um seinen Angriffspunkt zu erreichen, muR 
das Antibioticum in das Cytoplasma der Bakterien eindringen. Es wurden Mutanten ent- 
deckt, die resistent gegen Rifampicin sind, weil sie es nur in Spuren aus dem Medium auf- 
nehmen konnen. Das Gen, das diesen Effekt bewirkt, wurde kloniert. Es verleiht Bakterien- 
zellen mit hochempfindlicher RNA-Polymerase eine bemerkenswerte Resistenz gegen das 
Antibioticum. 

1. Einleitung 

Rifampicin, ein Antibioticum mit breitem antibakteriel- 
lem Spektrum, hat sich als besonders wirkungsvoll zur Be- 
handlung der Tuberkulose erwiesen. Chemisch gesehen 
gehort es als halbsynthetische Verbindung zur Klasse der 
Rifamycine, welche vom Bakterium Nocardia mediterranei 
produziert werden. Der Produzentenstamm wurde in einer 
Bodenprobe entdeckt, die Hermes Pagani, ein Laborant 
der pharmazeutischen Firma Lepetit in Mailand, wahrend 
seines Urlaubs in einem Botanischen Garten fur Nadel- 
baume nahe dem Kustenbad Saint Raphael in Sudfrank- 
reich gesammelt hatte. Das Antibioticum wurde nach ,,Ri- 
fifi“, einem damals sehr bekannten Kriminalfilm, be- 
nanntl’.*]. Semi, Oppolzer und Prelog kllrten die chemische 
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Struktur der Rifamycine a ~ f [ ’ . ~ I  und zeigten, daR sie natur- 
lich vorkommende Ansaverbindungen ~ i n d [ ~ ] .  Es wurden 
zahlreiche Derivate der Muttersubstam Rifamycin SV se- 
misynthetisch herge~tel l t ‘~~.  Die meisten von ihnen sind nut  
nach parenteraler Anwendung wirksam. Das Derivat Rif- 
ampicin, auch unter den Handelsnamen Rifa, Rifampin 
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und Rimactan bekannt, ist bei oraler Einnahme voll wirk- 
sam und ist daher die kommerziell erfolgreichste Form der 
Rifamycine. Das Arzneimittel ist deshalb so gut vertrlg- 
lich, weil es den Stoffwechsel menschlicher Zellen bei anti- 
biotisch wirksamen Konzentrationen nicht beeintrachtigt, 
wahrend es den Stoffwechsel von Eubakterien wie Myco- 
bacterium tuherculosz.9. dem Erreger der Tuberkulose, dra- 
stisch stortl'l. 

2. RNA-Polymerase als Angriffspunkt 

Unter den Stoffwechselvorgangen in Bakterien wird die 
RNA-Synthese am starksten und schon bei sehr geringen 
Konzentrationen an Rifampicin (0.5 pg/mL in der Zellkul- 
tur) gehemmtl'l. Als Folge dieser Hemmung kommt die 
Proteinsynthese zum Erliegen, das heist, die Bakterienver- 
mehrung hort auf1*I. Der Stop der RNA-Synthese wird 
durch die Hemmung desjenigen Enzyms verursacht, das 
die DNA-gesteuerte RNA-Synthese kataIysiert[']. Das En- 
zym wird als DNA-abhangige RNA-Polymerase (EC 
2.7.7.6) bezeichnet. Nur das eubakterielle Enzym, aber 
nicht die entsprechende RNA-Polymerase aus eukaryoti- 
schen Zellen, enthalt eine einzige und spezifische Bin- 
dungsstelle fur das Antibioticurn. Diese bindet Rifampicin 
selbst bei der niedrigen Konzentration von 8 pg/Lf4'. Diese 
Beobachtungen erklaren die hervorragende Vertraglichkeit 
des Arzneimittels bei niedrigen Konzentrationen fur 
menschliche Zellen. Erst bei tausendfach hoheren Konzen- 
trationen bindet das Arzneimittel als stark hydrophobe 
Verbindung auch an viele andere Proteine und ruft da- 
durch Nebenwirkungen hervor14. 10-'21. Daher mu0 man, 
wenn man die Primarwirkung von Rifampicin untersuchen 
will, hohere Konzentrationen auf jeden Fall vermeiden. 

Da die DNA-abhangige RNA-Polymerase noch nicht 
kristallisiert werden konnte, war eine Rontgen-Struktur- 
analyse des Antibioticum-Enzym-Komplexes noch nicht 
moglich. Daher wissen wir nicht, welcher Teil des Mole- 
kuls direkt a n  der Bindung beteiligt ist. AuBer dem Rest in 
Position 3 des Naphthohydrochinonsystems kann man 
nicht vie1 a n  der Struktur des Arzneimittels verandern. 
ohne die feste Bindung an das eubakterielle Enzym zu ver- 
lierenr4]. Der Komplex aus Enzym und Rifampicin dissozi- 
iert sofort, wenn man Verbindungen wie Guanidinium- 
chlorid, welche die dreidimensionale Struktur von Prote- 
inen entfalten, in vitro z~setzt"~!  Offensichtlich bindet das  
Arzneimittel nicht kovalent a n  das Protein. 

Bakterienstamme, welche durch eine Mutation resistent 
gegen Rifampicin sind, kennt man seit langem"41. Es wur- 
den zwei Klassen von Mutanten charakterisiert. In einer 
Klasse liegen alle Mutationen im Bakteriengen, das fur die 
Untereinheit p der RNA-Polymerase codiert1'5.161. Dieser 
Befund ist ein unabhangiger Hinweis auf die RNA-Poly- 
merase als unmittelbaren Angriffsort des Rifarnpicins. An- 
dernfalls wurden diese Mutationen nicht zu einem Verlust 
der festen Bindung des Antibioticums an das Enzym fuh- 
ren und damit zugleich zu einem Verlust der Rifampicin- 
Empfindlichkeit der Bakterien~ellen~~]. 

Die DNA-abhangige RNA-Polymerase aus Eubakterien 
ist ein groBes Protein mit einer relativen Molmasse von 
etwa 0.5 Millionen. Das Enzym aus dem Darrnbakterium 
Escherichia coli ist am genauesten untersucht. Es besteht 

aus vier verschiedenen Polypeptidketten mit bekannter 
Aminosauresequenz, welche einen stabilen Komplex mit 
der stochiometrischen Zusammensetzung a,pfl'o bilden. 
Die meisten Mutationen der Klasse 1, die zur Rifampicin- 
Resistenz fuhren, liegen im gleichen Bereich eines Gens. 
Dieser Bereich codiert fur eine Sequenz von etwa 50 Ami- 
nosluren[". IH1, die sich nahe der Mitte der Polypeptidkette 

mit einer Lange von 1342 Aminosauren befindetl"]. Es 
liegt nahe zu vermuten, da13 dieser Bereich der Unterein- 
heit fl einen wesentlichen Teil der Rifampicin-Bindungs- 
stelle bildet. Diese Annahme wird durch Beobachtungen 
aus unserem Laboratorium gestutzt, die zeigen, daO genau 
dieser Bereich der Untereinheit p durch gebundenes 
Rifampicin gegen Hydrolyse mit Proteasen geschutzt 
wird12". 

3. Hemmung der RNA-Synthese 

E.-coli-RNA-Polymerase katalysiert die stufenweise che- 
mische Kondensation von Ribonucleosidtriphosphaten zu 
RNA entlang einer DNA-Matrize. Gleichzeitig mit der 
Synthese jeder Phosphodiesterbindung wird ein Molekul 
Diphosphat freigesetzt (Schema 1). Die Basensequenz in 
der synthetisierten RNA ist komplementar zum abgelese- 
nen Strang der DNA-Matrize, wie es die Basenpaarungsre- 
gel verlangt. Eine sorgfaltige Analyse der einzelnen Reak- 
tionsschritte hat gezeigt, da13 die Substrate sich an den En- 
zym-DNA-Komplex in geordneter Reihenfolge anla- 
gern121,22]. Verwendet man eine Matrize, welche fur eine 
RNA mit der Sequenz ApUpCp ... codiert, so ist ATP das 
erste Substrat, das an den Enzym-DNA-Komplex findet. 
ATP (= pppA) wirkt als Starter. Darauf folgt die Bindung 
von UTP (= pppU) (Abb. I). Im nachsten Schritt wird die 
erste Phosphodiesterbindung gebildet, wobei als Zwi- 
schenprodukt das Dinucleosidtetraphosphat pppApU ent- 
steht. Fehlt das folgende Nucleotid im Reaktionsansatz, so 
wird dieses Produkt freigesetzt ; die Abdissoziation von 
Diphosphat schliest sich an['']. Unter diesen Umstanden 
wiederholt sich der Initiationsschritt fortwahrend, was zu 
einer Anhaufung von pppApU fuhrt. Diese Reaktion wird 
als abortive Initiation bezei~hnet[*~I. 

In Gegenwart der nachfolgenden Nucleotide findet eine 
Translokation des Dinucleosidtetraphosphats statt. Der 
Uridinrest von pppApU nimmt dann die Bindungsstelle 
ein, a n  der vorher der Adenosinteil des startenden ATP- 
Molekuls gebunden war. Gleichzeitig muR sich das Enzym 
urn eine Base am Matrizenstrang fortbewegt haben. Die 
Bindungsstelle, an der vorher UTP gebunden war, ist jetzt 
frei und kann das nichste Substratmolekul ( C T P s  pppC) 
aufnehmen. Dann wird die nachste Phosphodiesterbin- 
dung geschlossen. Die kontinuierliche Wiederholung die- 
ser Schritte fuhrt zur Synthese langkettiger RNA. Dieses 
Schema beschreibt einen Minimalmechanismus des Kata- 
lysevorgangs, der noch nicht in allen Einzelheiten bewie- 
sen ist. Seine wesentlichen Teile genugen aber fur die Dis- 
kussion der Folgen der Anlagerung des Rifampicins an das 
Enzym. 

Gibt man das Antibioticum in vitro zum Enzym und 
setzt dann die Matrize und einen vollstandigen Satz von 
Ribonucleosidtriphosphaten zu, so nimmt die Geschwin- 
digkeit der RNA-Synthese rasch mit steigender Konzentra- 

1012 



0 o-P-o-P-o-P-o-cH, 0 II 00 I 0 II t f j  00 I 0 II 00 I QN 

00 
8 04-0 

II 
0 

HO OH 3 

I 

DNA-abh. 
RNA-Polymarsss 

HO OH OH 

0 00 0 
I1 I II 

9 HO OH 

0 0  
00 I 0 II 00 I IQ 
0 00 0 
II I I I  

8 o-P-o-P-o-P-o-c~ 

I ,  

HO OH 
Schema I. 

PPPA PPPU 

0 O Q  0 \ /  P 
11 / \  

0 \ /  0 OH 
P 

0 OH 
I 

RNA 

D N A - E  

PPPC 

Abb. 1. Mechanismus des RNA-Kettenstarts 
durch E.-coli-RNA-Polymerase (siehe Text). 
DNA- E- symbolisiert den DNA-Enzym- 
Komplex. 
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tion des Antibioticums ab (Abb. 2). Schon bei einer Kon- 
zentration von nur 0.06 pg/mL (0.1 p ~ )  erreicht die Hem- 
mung 50%. Bei einer zehnfach hoheren Konzentration ist 
die RNA-Synthese kaum noch mel3bar. Mit abnehmender 
Geschwindigkeit der RNA-Synthese nimmt gleichzeitig die 
Bildungsgeschwindigkeit des Dinucleosidtetraphosphats 
pppApU Die halbmaximale Geschwindigkeit wird 
bei der gleichen Antibioticum-Konzentration erreicht, wel- 
che die RNA-Synthese um 50 Prozent herabsetzt. Offen- 
sichtlich vermag der Enzym-Rifampicin-Komplex immer 
noch die pppApU-Synthese zu katalysieren, aber nicht die 
Synthese langkettiger RNA'231. In diesem Zusammenhang 
ist es wichtig festzustellen, daR Rifampicin nicht die 
scheinbare Michaelis-Konstante fur die Umsetzung der 
Substrate ATP und UTP in Gegenwart des Enzyms veran- 
d e ~ t l ~ ~ l .  

Die Hemmung der RNA-Synthese kann man mit mehre- 
ren Hypothesen erklaren. Die einfachste nimmt eine steri- 
sche Blockierung des Teils der Produktbindungsstelle an, 
welcher fur die Bindung von grol3eren Zwischenprodukten 

I 1  

o 10-3 10-2 10-1 1 10  
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Abb. 2. Wirkung von Rifampicin auf die von der €.-colr-RNA-Polymerase 
katalysierte RNA- oder pppApU-Synthese. Die Expenmente wurden bei 
25°C an der DNA des Bakteriophagen T4 als Matrize durchgefiihrt 1361. 
lOOO/u pppApU-Synthese (0-0) in Gegenwart von 2 pg/mL Rifampicin 
entsprechen pro Stunde lnkubationszeit 1830 Impulsen/min. IOOO/n RNA- 
Synthese ( 0  - 0)  in Abwesenheit von Rifampicin enlsprechen pro Stunde 
Inkubationszeit 2380 Impulsen/min. 
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als Di- oder Trinucleotiden erforderlich ist126.271. Eine an- 
dere Hypothese fordert eine VergroOerung der Dissoziati- 
onsgeschwindigkeitskonstante k-, des intermediaren Di- 
nucleotids (Abb. 1). Diese Annahme stutzt sich auf Ergeb- 
nisse, die hauptsachlich mit der synthetischen Matrize 
poly[d(A-T)] erhalten worden sind[281. Alle diese Hypothe- 
sen setzen voraus, da13 das Antibioticum die Bildung der 
Dinucleotide nicht hemmt. Dies kann man experimentell 
priifen. Die abortive Initiation ist rnit vielen Adenosin-De- 
rivaten (z. B. Adenosin, 5'-AMP, 5'-ADP, ATP) als Starter 
moglich[2\.26.291 [vgl. GI. (111. Die Synthesegeschwindigkeit 
hangt vom Starter ab. Bei 25°C ist sie rnit 5'-AMP a m  
hochsten, gefolgt von ATP und ADP. Adenosin ist das 
schlechteste Substrat (Tabelle 1). Die Ergebnisse rnit der 
RNA-Polymerase aus dem Gram-negativen E. coli wie 
dem Gram-positiven Micrococcus luteus waren ahnlich. 

Tabelle I .  Relative Synthesegeschwindigkeit (u~.,) einiger Dinucleotide bei 
25°C in Gegenwart oder Abwesenheit von 2 VM Rifampicin. Die abortive 
Initiation wurde mit 1.5 mM Starter und [u-'~P]UTP an der DNA des Bakte- 
riophagen T7 D11 I als Matrize mit der RNA-Polymerase aus E. coli oder M. 
lufeus shnlich wie beschrieben [36] durchgefohrt. 

Starter Produkt Vf.1 urCI mit 
Rifampicin 

E. coli M. luf .  E .  coli M. lur. 
['/.I [%I [%I [a1 WI [a1 

5'-ATP PPPAPU 100 I00 127 13 

5'-AMP pApU 124 124 42 18 
Adenosin ApU 51 32 15 15 

[a] loo%= Geschwindigkeit ohne Rifampicin (Spalte 3 und 4). 

5'-ADP PPAPU 60 19 41 34 

Es ist sehr interessant, die Wirkung von geringen Kon- 
zentrationen Rifampicin bei 25 "C auf diese Reaktionen zu 
betrachten. Die Synthese des Dinucleosidmonophosphats 
ApU wird zu 85% gehemmt. Ebenso wird die Synthese von 
pApU und ppApU stark herabgesetzt. Diese Hemmung 
hatte man nach den vorher erwahnten Hypothesen nicht 
erwartet. Unterschiedliche Wirkungen von Rifampicin auf 
die Dinucleotidsynthese durch die Enzyme aus E. coli und 
M. luteus beobachtet man nur mit dem hochgeladenen 
Produkt pppApU. Wahrend die Synthese durch das En- 
zym aus M. luteus zu 27% gehemmt wird, nimmt die Bil- 
dungsgeschwindigkeit, die man rnit dem Enzym aus E. coli 
mi&, unter sonst vallig gleichen Bedingungen um 27% zu 
(Tabelle l)l3"l. Dieser uberraschende Effekt wird nicht nur 
beobachtet, wenn das Enzym zuerst rnit dem Antibioticurn 
inkubiert wird, um den Komplex zu bilden, sondern auch, 
wenn man Rifampicin wahrend der abortiven Initiation 
zusetzt (Abb. 3). 

Ahnliche Ergebnisse wurden mit verschiedenen Matri- 
Zen erhalten. Oberhalb 30°C wird die Synthesegeschwin- 
digkeit von pppApU auf jeden Fall verringert, auch wenn 
das E.-coli-Enzym als Katalysator verwendet wird[2h*3"01. Of- 
fensichtlich nimmt die Hemmwirkung von Rifampicin mit 
der Gesamtladung des gebildeten Dinucleotids ab, wird 
aber selbst noch bei der Synthese von pppApU und 
ppppApU beobachtet[261. Daher kann das Antibioticurn die 

20 40 60 80 
Inkubationszeit [minl - 

Abb. 3. Wirkung von Rifampicin hei 26 C aul  die durch die KhA-l'ol)me- 
rase aus E. coli (0 - 0) oder aus M. luleus (0 - 0)  katdlysierte pppApU- 
Synthese an der DNA des Bakteriophagen Lambda. Nach 52 min wurden 
2 pg/mL Rifampicin (rif) zugesetzt. 

RNA-Synthese nicht allgemein durch die Erhohung der 
Dissoziationsgeschwindigkeit des Zwischenprodukts oder 
durch Blockierung der Produktbindungsstelle nur fur et- 
was langere Zwischenprodukte hemmen. Da die RNA-Po- 
lymerasen aus E. coli und M. luteus in einigen Einzelheiten 
ihrer Struktur voneinander a b ~ e i c h e n [ ~ ' l ,  ist es nicht uber- 
raschend, daO Rifampicin auf diese beiden Enzyme etwas 
verschieden einwirkt. 

4. Kompetition zwischen Diphosphat und Rifampicin 

Bisher wurde nur der EinfluO von Enzym-gebundenem 
Rifampicin auf die Synthesereaktion [GI. (I)]  diskutiert. 
Wird die Ruckreaktion in der gleichen Weise gehemmt? 
Um die Geschwindigkeit der Diphosphorolyse zu bestim- 
men, setzt man der Reaktionsmischung, die aus Enzym, 
Matrize, ATP, UTP und Mg2+ besteht, radioaktiv markier- 
tes Diphosphat zu. Die Geschwindigkeit der Ruckreaktion 
wird dann durch Bestimmung von radioaktiv markiertem 
UTP gemessen, das von markiertem Diphosphat durch 
Adsorption an Tierkohle getrennt wird["]. Die Riickreak- 
tion wird stark durch Rifampicin gehemmt, unabhangig 
von der Zahl der Phosphatgruppen am 5'-Ende des Dinu- 
cleotids. Bei 0.34 mM Diphosphatkonzentration beobach- 
tet man 50proz. Hemmung mit 0.08 p~ Rifampicin. Die 
Geschwindigkeit der Diphosphorolyse hangt stark von der 
Diphosphatkonzentration ab (Abb. 4). Wie man aus der Li- 
neweaver-Burk-Darstellung der MeDergebnisse sehen 
kann, verandert Rifampicin die Reaktionsgeschwindigkeit 
kompetitiv zu Diphosphat (Abb. 4). Dies legt nahe, da13 die 
Bindung von Diphosphat an den Enzym-DNA-Komplex 
durch das Antibioticum verandert wird und umgekehrt. 1st 
dies der Fall, so sollte eine Erhohung der Diphosphatkon- 
zentration die Bindung von Rifampicin an den Enzym-Ma- 
trizen-Komplex herab~etzenl '~~.  Dies wird tatsachlich be- 
obachtet (Abb. 5). In Gegenwart der Matrize ist der Ein- 
flu13 der Diphosphatkonzentration vie1 ausgepragter. Of- 
fensichtlich wird die Bindungsstelle des Diphosphats 
durch die Assoziation des Enzyms mit der Matrize gean- 
dert. Die Geschwindigkeit der Ruckreaktion hangt - unab- 
hangig von der Anwesenheit des Antibioticums im Kon- 
zentrationsbereich von 0.03 nM-10 PM - nicht von der 
pppApU-Konzentration ab. Erst bei hoheren Konzentra- 
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tionen beobachtet man eine Hemmung, die wahrscheinlich durch RNA vie1 geringer, wenn man das Enzym vor der 
von der Bildung eines kinetischen ,,dead end"-Komplexes Zugabe der RNA rnit 0.1 ~ L M  Rifampicin inkubierti3"I. Die- 
verursacht wird["I. sen Schutzeffekt des Antibioticums kann man rnit einer 
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Abb. 5 .  EinfluR von Diphosphat auC die Bindung von ['T]Rifampicin an 
E.-coli-RNA-Polymerase bei 37°C in Abwesenheit (0 - 0 )  oder in Gegen- 
wart (0 -0) von 70 pmol/mL DNA des Bakteriophagen T7 DI 11. Das En- 
zym-gebundene [14C)Rifampicin wurde Bhnlich wie beschrieben [33] gemes- 
sen. 

5. Kompetition zwischen RNA und Rifampicin 

RNA hemmt die katalytische Aktivitat des Enzyms sehr 
stark, wenn sie vor der Matrize zugesetzt ~ i r d [ ~ ~ . ~ ~ !  Bemer- 
kenswerterweise ist die Hemmung der pppApU-Synthese 

kompetitiven Wirkung auf die Bindung von RNA und um- 
gekehrt erklaren - ahnlich wie bei den Beobachtungen rnit 
Diphosphat. Es ist bekannt, da13 RNA die Bindung von Rif- 
ampicin an RNA-Polymerase stark hemmt1371. Die hem- 
mende Wirkung des Antibioticums auf die Bindung der 
RNA ist schwieriger nachzuweisen, da das Enzym zwei 
Bindungsstellen fur Nucleinsauren hat, namlich eine fur 
das Produkt und eine fur die Matrize. Daher mu13 man die 
beiden Bindungsstellen voneinander trennen. Die Unter- 
einheiten der RNA-Polymerase bilden mehrere Komplexe 
miteinander: a$B'o (Holoenzym), azBS' (Core-Enzym), a, 
(Dimer) und den Teilkomplex a2p. Gliicklicherweise ist 
a2P imstande, RNAL201 und ebenso auch, rnit recht hoher 
Affinitat, Rifampicin zu binden[38-4"1, wahrend DNA kaum 
gebunden wird[*"'. Wir haben gefunden, da13 Rifampicin 
die Bindung der RNA an den Teilkomplex hemmt[2"1 und 
umgekehrt RNA die Bindung von Rifampicin hemmti361. 
Diese Beobachtungen stiitzen sehr deutlich die Hypothese 
einer Kompetition zwischen dem Antibioticum und der 
RNA um die Bindung an die RNA-Polymerase. Sie erkla- 
ren auch, warum RNA-Polymerase Rifampicin wahrend 
der RNA-Synthese nicht zu binden  errn nag^".^']. Aus dem 
gleichen Grund kann das Antibioticum die RNA-Ketten- 
verlangerung nicht beenden, wenn es der Reaktionsmi- 
schung nach dem Start zugesetzt wird. Es hemmt jedoch 
die RNA-Synthese, wenn es dem Enzym vor dem Substrat 
zugesetzt wirdL4'l. Urspriinglich fiihrten diese Beobachtun- 
gen zur Hypothese von Rifampicin als einem spezifischen 
Hemmstoff des RNA-Kettenstarts - eine Hypothese, die 
weiten Anklang und Eingang selbst in L e h r b i i ~ h e r n ' ~ ~ ]  ge- 
funden hat. Diese Hypothese erklart aber die Vielzahl von 
Beobachtungen iiber die molekularen Wirkungen von Rif- 
ampicin vie1 weniger iiberzeugend als die Hypothese einer 
indirekten Wechselwirkung des gebundenen Antibioticums 
rnit der Bindung der Reaktionsprodukte. 

6. Das Eindringen von Rifampicin in Bakterien 

Fur die Wirkung von Rifampicin auf den Stoffwechsel 
der Bakterien gibt es noch eine weitere Voraussetzung. 
Dies ist die Aufnahme des Antibioticums in die Bakterien- 
zelle, damit es an seinen Angriffsort im Cytoplasma 
kommt. Man hat postuliert, daR Rifampicin keinen beson- 
deren Aufnahmemechanismus erfordert, da  es so stark l i -  
pophil ist. Es wird angenommen, daR es sich rasch in der 
lipidreichen Zellwand und den Bakterienmembranen lost 
und das Cytoplasma iiber ein Verteilungsgleichgewicht er- 
reicht[441. Tatsachlich enthalt der Tuberkulose-Erreger M. 
tuberculosis einen sehr hohen Anteil komplexer Lipide in 
der Zellwand, was das Losen und Eindringen von Rifam- 
picin erleichtern sollte. Allerdings deuten neue Beobach- 
tungen an, daR das Eindringen des Antibioticums von zu- 
satzlichen Faktoren kontrolliert ~ i r d [ ~ ' ] .  Nach der Mutage- 
nese von E. coli ABl 157'461 rnit N-Methyl-N'-nitro-N-nitro- 
soguanidin wurden mit einem geeigneten Selektionsver- 
fahren Klone isoliert, welche immer noch eine Rifampicin- 
empfindliche RNA-Polymerase enthalten, jedoch in Ge- 
genwart des Antibioticums wachsen konnen. Dabei wurde 
kein Hinweis auf den Abbau von Rifampicin gefunden. 
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Die Aufnahme des Antibioticums in die mutierten Zellen 
ist stark vermindert (Abb. 6). Die Resistenz der Mutanten 
ist auf Rifamycine beschrankt, wahrend die Empfindlich- 
keit gegen andere Gifte wie Phenol, Acriflavin, Malachit- 
griin, Neomycin, Tetracyclin oder Chloramphenicol unver- 
andert ist. 
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Abb. 6. Aufnahme von Rifamycin SV durch E. wlr CK 34 thy (..riI+J und 
die Rifdmpicin-resistente Mutante rif 41 (,,nF") bei 37°C. Die Abnahme der 
Rifamycin-Konzentration im Uberstand wurde spektralphotometrisch ge- 
messen [44]. 

Das mutierte Gen kann in empfindliche Stamme rnit 
dem Bakteriophagen Plkc  transduziert werden. Die Kar- 
tierung der Mutation rnit Hilfe des Bakteriophagen 
hat gezeigt, daI3 das Gen zwischen den Genorten cys B 
(28 min) und aro D6 (37 min) auf der E.-coli-Chromoso- 
menkarte liegt, also weit entfernt von den Genorten fur die 
RNA-Polymerase-Untereinheiten. Das mutierte Gen 
wurde in pBR322 kloniert. E.-coli-DHl- oder -HBIOl-Zel- 
len, welche dieses Plasmid enthalten, widerstehen bis zu 
200 &mL Rifampicin im Nahrmedium, wahrend die 
RNA:Polymerase gegeniiber dem Antibioticum ebenso 
empfindlich ist wie in den Plasmid-freien Wirtszellen. Bei 
der in:vitro-Expre~sion[~".~~~ des klonierten Gens tritt in 
der Polyacrylamid-Gelelektrophorese in Gegenwart von 
Dodecylsulfat ein Protein rnit der relativen Molmasse von 
etwa 49000 auf. Das 2145 Basenpaare lange klonierte 
DNA-Fragment wurde sequenziert. Es enthalt zwei Co- 
don-Leserahm&n, die rnit einem Methionincodon nahe ei- 
ner Shine-Dalgarno-ahnlichen Sequenz beginnen. Der gro- 
I3ere codiert bis zum nachsten Stopcodon fur ein Protein 
mit 452 Aminosauren. Diese Sequenz kannte vielleicht fur 
das Protein, das  man bei der in-vitro-Genexpression beob- 
achtet, codieren. Es ist noch weitere Arbeit notwendig, um 
die Funktion dieser Genprodukte bei der Aufnahme einer 
so stark lipophilen Substanz wie Rifampicin durch E.-coli- 
Zellen aufzuklaren. 

7. Ausblick 

Dank verbesserter Hygiene und gesiinderer Ernahrung, 
guter Friiherkennungsmethoden und - nicht zuletzt - wirk- 
samer Arzneimittel wie Rifampicin ist aus der Volksseuche 
Tuberkulose, zum mindesten in den Industrielandern, 
heute eine seltene und spezifisch zu behandelnde Krank- 

heit geworden. Vergessen sind bei uns die Zeiten, in denen 
jeder siebente Mensch an Tuberkulose starb. Geblieben 
sind die NichtseDhaften und Suchtkranken, also soziale 
Schichten, die schwer therapierbar und immer noch von 
dieser Krankheit bedroht sind. Geblieben ist auch die Ge- 
fahr des Auftretens von Bakterienstammen, die gegen An- 
tibiotica wie Rifampicin resistent sind. Es war iiber- 
raschend, erkennen zu miissen, dal3 eine solche Resistenz 
auch durch die Blockierung der Aufnahme eines hydro- 
phoben Anneimittels zustande kommen kann, das die li- 
pophilen Membranen von Mikroorganismen besonders 
leicht durchdringen sollte. Noch ist die normale Funktion 
der Gene unbekannt, welche dieses Merkmal kontrollie- 
ren. Es wird weiteren Arbeiten vorbehalten sein, die Spezi- 
fitat und die Verbreitung dieser Art von Resistenz aufzu- 
klaren. 
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Die Rolle der Hydrothermalsynthese in der praparativen Chemie 

Von Albrecht Rabenau" 

Unter Hydrothermalsynthesen versteht man heute heterogene Reaktionen in waflrigem Me- 
dium oberhalb 100°C und t bar. Die friiher ubliche Unterscheidung zwischen hydrother- 
malen und pneumatolytischen Bedingungen (unterhalb bzw. oberhalb des kritischen Punk- 
tes) wird nicht mehr gemacht, d a  beim Uberschreiten kritischer Punkte keine Diskontinuita- 
ten beobachtet werden. Unter hydrothermalen Bedingungen gehen sonst schwerlosliche 
Stoffe als Komplexe in Losung, an deren Bildung Wasser selbst oder gut lbsliche ,,Miners- 
lisatoren" beteiligt sein kbnnen. Dabei gelten die GesetzmaRigkeiten chemischer Transport- 
reaktionen, als deren Spezialfall die Hydrothermalsynthese angesehen werden kann. In den 
letzten Dekaden hat die Methode in den Geowissenschaften - in denen sie auch historisch 
angesiedelt ist - starke Impulse erfahren, deren Ubertragung auf die praparative Festkor- 
perchemie diskutiert wird. 

1. Einleitung 

Das Vorbild hydrothermaler Verfahren (waRriges Me- 
dium oberhalb 100°C und 1 bar) liefert die Natur: Zahlrei- 
che Mineralien haben sich unter diesen Bedingungen ge- 
bildet. Das hat friihzeitig die Geowissenschaftler veran- 
laflt, durch Simulierung hydrothermaler Mineralbildung 
im Laboratorium Einblick in die Bildungsbedingungen zu 
bekommen und damit zur Kenntnis geologischer Ablaufe 
beizutragen. Heute noch gehbren hydrothermale Untersu- 
chungen zu den wichtigen Arbeitsgebieten in den Geowis- 
senschaften. Daneben spielen hydrothermale Verfahren 
unter dem Begriff Hydrometallurgie in der Technik eine 
Rolle, z. B. das klassische Bayer-Verfahren zum Aufschlulj 
von Bauxit. Hydrothermale Bedingungen treten auch in 
Heizkraftwerken auf und sind die Ursache vieler Korrosi- 
onserscheinungen. In die moderne Festkorperforschung 
fand die Methode nach dem zweiten Weltkrieg Eingang. 
Angeregt durch die von Nucken stimulierte industrielle 

['I Prof. Dr. A. Rabenau 
Max-Planck-lnstitut fur Festkarperforschung 
HeisenbergstraBe I ,  D-7000 Stuttgart 80 

Ziichtung von Oszillatorkristallen aus Quarz, konzentrierte 
sich das lnteresse auf die Ziichtung extrem reiner, perfek- 
ter Kristalle mit interessanten physikalischen Eigen- 
schaften und von ausreichender Grofle, diese Eigen- 
schaften zu messen und anzuwenden. Diese Bedingungen 
haben trotz des groflen Erfolges dieses Konzeptes in der 
Vergangenheit die auflerordentlichen Mbglichkeiten der 
Methode fur die praparative Festkorperchemie in den Hin- 
tergrund treten lassen. Hier entfallen die extremen Anfor- 
derungen an Reinheit und Perfektion, wie sie z.B. in der 
Halbleiterphysik auftreten, ebenso wie die an die Volu- 
mina der Einkristalle, die sich auf eine fur Kristallstruktur- 
bestimmungen notwendige GroRe beschranken. Diese ist 
in  der Regel um GroRenordnungen kleiner und wird durch 
neuere Entwicklungen wie durch Verwendung der Syn- 
chrotronstrahlung"' weiter erniedrigt. Diese Ubersicht sol1 
den Einsatz der Hydrothermalsynthese fur die Stoffsyn- 
these darlegen. Ein Ankniipfungspunkt ist, daR die Hydro- 
thermalsynthese als Spezialfall einer chemischen Trans- 
portreaktiont" angesehen werden kann. In der Regel ist da- 
bei eine chernische Reaktion mit einem Transportvorgang 
verbunden, z. B. einem Si02-Transport: 

SiOz,r, + n H20(,, 4 (Si02.n H20)(,, 
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