
Selektive Inhibitoren der Dihydrofolat-Reduktase (Nobel-Vortrag) ** 
Von George H. Hitchings, Jr. * 

Einleitung 

Mein Interesse an Nucleinsauren, deren Bausteinen und 
Metabolismus kann bis zu dem Zeitpunkt zuruckverfolgt 
werden, als von Fiske und Subbarow im Muskelgewebe das 
Adenosintriphosphat entdeckt wurde[']. Ich war 1928 als 
Doktorand an die Harvard University gegangen und 1929 an 
die Harvard Medical School gewechselt. Otto Folin, damals 
Leiter der Abteilung fur Biologische Chemie, bestimmte, dalj 
ich mein erstes pradoktorales Jahr bei Cyrus J.  Fiske verbrin- 
gen sollte, der damals gerade mit der bedeutenden Ent- 
deckung des Kreatinphosphats und der instabilen Phosphor- 
verbindungen im Muskel- und anderen Geweben beschaftigt 
war. Ich vertiefte mich schnell in die Entwicklung analyti- 
scher Werkzeuge, rnit denen der Metabolismus von Adeno- 
sintriphosphat verfolgt werden sollteL2]. 

Dieses Interesse verband sich mit anderen, als ich im Jahre 
1942 der Burroughs Wellcome Co. als einziges Mitglied der 
Abteilung fur Biochemie beitrat. In der Zwischenzeit war das 
Antimetaboliten-Prinzip von Woods[31 und F i l d e ~ [ ~ ]  formu- 
liert worden. Ich sah die Moglichkeit, die Biosynthese der 
Nucleinsauren in neuer, vielversprechender Weise durch den 
Einsatz von synthetischen Analoga der Purin- und Pyrimi- 
dinbasen in einem System zu erforschen, von dem diese hete- 
rocyclischen Verbindungen fur die Biosynthese genutzt wer- 
den. 

Es gelang mir, Elvira Fulco, die damals Assistentin in der 
Abteilung fur Bakteriologie war, fur das Projekt zu interes- 
sieren. Zusammen arbeiteten wir ein auf Lactobucillus casei 
basierendes System aus; L. casei wuchs sowohl rnit dem da- 
mals unbekannten ,,L. casei"-Wachstumsfaktor als auch rnit 
einer Mischung aus Thymin und einem Purin (Abb. I)'']. 

Wochstums- Enzyme und Produkte 
faktoren metobolische Wege 
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Abb. 1, Die Verwendung von LacrobaciNus casei als .,black box" von Enzymen 
und inetabolischen Wegen des N ucleinsdure-Metabolismus [9]. 

Dieses System lieferte uns schnell ermutigende Ergebnisse. 
Mit einem einfachen Test auf bakterizide Aktivitat fanden 
wir, daB die Analoga nicht nur das L. casei-System inhibier- 
ten, sondern auch pathogene Bakterien. Zusatzlich unter- 
suchten wir die Toxizitat in noch wachsenden Ratten und 
anderen biologischen Systemen und fanden unsere Ergebnis- 
se immer aufregender. 
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Im Jahre 1947 arbeiteten bereits sechs oder sieben von uns 
an diesen Untersuchungen, und unser Gefuhl kann etwa so 
beschrieben werden: ,,Wir haben die chemotherapeutischen 
Wirkstoffe, jetzt mussen wir nur noch die Krankheiten fin- 
den, gegen die sie helfen." Zu diesem Zeitpunkt arrangierte 
ich zwei Zusammenarbeiten, die eine rnit dem Sloan-Kette- 
ring-Institut, das die Antitumoraktivitat rnit Sarcoma 180 in 
Mausen testen sollte, die andere mit externen Laboratorien, 
um unsere Tests auf bakterizide und Antimalaria-Wirkung 
auszudehnen. Der Test auf Antimalaria-Wirksamkeit wurde 
dazugenommen, weil Peter B. Russell, auch ein Mitglied un- 
serer Forschungsgruppe, die Ahnlichkeit von 2,4-Diamino- 
5-phenylpyrimidin mit einer hypothetischen Konformation 
des Malaria-Mittels Proguanil bemerkt hatte. Spater stellte 
sich heraus, dalj seine Vorahnung richtig war; Dihydrotri- 
azin ist der aktive Metabolit von Proguanilr6]. 

Im nachsten Jahr entwickelten sich zwei Richtungen fast 
simultan. Fulco eroffnete mit der Synthese von 2,4-Diamino- 
5-phenoxypyrimidin den Zugang zu einer Reihe von selekti- 
ven Inhibitoren der Dihydrofolat-Reduktase (DHFR), und 
Gertrude Elion synthetisierte 2,6-Diaminop~rin['~. Letzeres 
war eine der vier ersten Verbindungen, die wir dem Sloan- 
Kettering-Institut schickten. Es war gegen Sarcoma 180 
aktiv, wurde von Joseph H. Burchenal klinischen Tests unter- 
zogen und bewirkte mindestens eine spektakulare Remis- 
sion[']. Das geniigte, um die Chemotherapie von Krebs als 
ein standiges Hauptziel unserer Gruppe zu etablieren. Die 
Geschichte der Purin-Analoga, die das bestimmende Thema 
in Gertrude Elions Karriere waren, erzahlt sie selbst in ihrem 
Nobel-Vortrag [*]. 

Die Entdeckung der DHFR-Inhibitoren 

Mein Hauptthema hier sollen die selektiven Inhibitoren 
der Dihydrofolat-Reduktase sein. Das Wissen uber die bio- 
chemische Rolle der Folate ist parallel zur Entwicklung 
dieser Inhibitoren gewachsen. Abbildung 2 zeigt, da13 Di- 
hydrofolat in Prokaryonten (Mikroorganismen) de novo 
synthetisiert wird, wahrend fur die hoheren Spezies der Eu- 
karyonten (Wirte) dieses Vitamin vorgebildet sei'n muB. Ich 
werde mitten in die Geschichte der selektiven DHFR-Inhibi- 
toren einsteigen und sie bis zu den neuesten aufregenden 
Entwicklungen weitererzahlen. 

Eine kurze Ubersicht uber unsere Forschung wurde bei 
einem Symposium zu Ehren von Sir Henry Wellcome gege- 
benL9]. Eine Reihe von Publikationen['o-'21 erzahlt die 
Geschichte der Selektivitat der 2,4-Diaminopyrimidine von 
der ersten Erkenntnis vor 1950 bis zur Bestatigung. Die Be- 
weise lieferten Inhibitor-Analyse, Sequenzierung, Konfor- 
mationsstudien, induzierte Mitogenese, Computer-unter- 
stutzte Konformationsuntersuchungen und auf diesen Infor- 
mationen basierende neue Synthesen. 

Der erste Hinweis auf den Wirkungsmechanismus dieser 
Verbindungen ist in Abbildung 3 g e ~ e i g t " ~ ] .  Das Wdchstum 

[*] Siehe vorstehenden Beitrag 
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1 
Ahh. 2. Folat-Metabolismus. Ohen links ist die Biosynthese in Prokaryonten 
gereigt; ohen rechts die Aufnahme des vorgeformten Vitamins hei Sbugetieren. 
Die nachfolgende Nutzung fur die Biosynthese von Nucleinsaurekomponenten 
ist darunter dargestellt. DHFR und die Selektivitat ihrer Inhibitoren nehmen 
einen zentralen Platz ein. FA = Folat; H,FA = Dihydrofolat; H,FA = Tetra- 
hydrofolat; dTMP = Thymidylat; dUMP = Desoxyuridylat; pAB = p-Ami- 
nohenzoesiure; PRT = Phosphoribosyl-Transferase [lo]. 

von Sireptococcus Juecium wurde sehr leicht durch ein Di- 
aminopyrimidin (Pyr) gehemmt, wenn das Wachstum von 
Folat induziert wurde, wahrend 500- bis 1000mal mehr Jnhi- 
bitor gebraucht wurde, wenn Tetrahydrofolat gegeben wur- 
de. Diese Tatsache wurde korrekt als Hemmung des noch 
unbekannten Enzyms, das Folat zu Tetrahydrofolat redu- 
ziert, interpretiert. 

T 

30t 

l o t  
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lg c - 

Ahh. 3 Die zur Wachsturnsinhibition von Strc~iococl.us,fuecium henotigte Py- 
rimethamin(Pyr)-konzentration ( c  in gpro  10 mL) 1st ahhingigdavon. oh 
FA (0---0) oder eine Form von H,FA (t.) im Medium verwendet wird 
[13]. T =  Trubungsgrad. 

Bis zum Jahre 1950 waren wir zu der Uberzeugung ge- 
langt, daB wir es mit selektiven Inhibitoren der Dihydro- 
folat-Reduktase zu tun hatten, und es schien wahrscheinlich, 
daO sich die DHFR-Feinstrukturen von Spezies zu Spezies in 
einigen Details unterscheiden und darj ein gegebener Inhibi- 
tor betrichtliche Selektivitat als Resultat einer unterschied- 
lich starken Bindung an die Dihydrofolat-Reduktase des 
Wirtes bzw. Parasiten aufweisen konnte['41. 

Tests ergaben, daB das volle strukturelle Analogon von 
Methotrexat (MTX) wenig Selektivitat zeigt, wahrend Pyr 

gegen das Enzym des Malaria-Erregers und Trirnethoprim 
(Tmp) gegen ein bakterielles Enzym hochaktiv sind; weder 
Pyr noch Tmp sind besonders toxisch fur das Enzym aus 
Rattenleber. Die Isolierung und Charakterisierung der 
D H F R  aus den Testsystemen fuhrte zuerst zur Inhibitor- 
Analyse (Tabelle l), die eindeutig belegte, dalj sich die Struk- 

Tahelle 1. Die Konzentrationen (ICso x loR)  von MTX, Pyr und Tmp, die zur 
Inhibition der DHFR aus E. coli, Rattenleher und P. berghei benotigt werden 
~91. 

Enzym aus 
Inhibitor E.  coli Rattenleber P. herghei 

M TX 0.1 0.2 0.07 
PY r 250 70 0.05 
TmP 0.5 3 x 103  7.0 

turen der Dihydrofolat-Reduktasen je nach Quelle unter- 
scheiden. Bald folgten Aminosaure- und Sequenz-Analysen. 

Gleichzeitig vergroljerte sich unser Wissen iiber die Bedeu- 
tung von Folat-Derivaten bei Biosynthesen und Metabolis- 
men, und so konnte die Bedeutung einer DHFR-Hemmung 
besser eingeschatzt werden (Abb. 4, 5) .  Anfangs wird die 

aus der 
Nahrung 

H Sulfonarnid I L H , F A '  Nucleoide 
Arninosauren 

Ahh. 4. Die metabolischen Reaktionen, die von H,FA-Derivaten katalysiert 
werden. Glu = Glutamat [12]. 

Aktivitat des Enzyms zur Synthese von H,FA benotigt und 
spater, um H,FA nach seiner Reoxidation Molekul fur Mo- 
lekiil bei der Bildung von Thymidylat aus Desoxyuridylat 
wiederzuverwerten. 

dTMP dUMP Glu HN=CH-GIU 

Abb. 5. Details von Reaktionen spezifischer Folat-haltlger Cofaktoren. Gegen 
den Uhrzeigersinn: N ' n - F o ~ y l - ,  N5,N'n-Methenyl-, -Methylen- und N5-Me- 
thyltetrahydrofolat. Ser = Serin; Met = Methionin; IMP = Inosinsaure [12]. 
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Bestimmungen der Aminosluresequenzen zeigten erst den 
vollen Umfang der Variabilitat der Grundbausteine dieses 
Enzyms in den verschiedenen Spezies [I5]. Die Enzyme zweier 
Bakterienspezies stimmen nur zu 30% uberein, und auch 
zwischen Pro- und Eukaryonten besteht nur eine 30proz. 
Homologie. Nur die hoheren Spezies zeigen eine bis zu 
90proz. Homologie. Hitchings und Roth fanden 16 Uberein- 
stimmungen bei den Enzymen von E. coli und Mausetumor 
L1210[121. Sie sagten richtig voraus, daR die Untersuchung 
vieler Enzyme die Anzahl der Ubereinstimmungen reduzie- 
ren wiirde. Wenn man noch die selteneren Enzyme, z. B. die 
von Plasmiden aus Protozoen kodierten, dazunimmt, so 
wird die Zahl noch kleiner. 

Die ,,mainstream"-Enzyme (aus Bakterien und Saugetie- 
ren) haben ahnliche Konformationen. Die von Richard- 

publizierte Konformation kann als Prototyp verstan- 
den werden (Abb. 6). Obwohl die Enzyme der Saugetiere 

Abb. 6 .  Graphische Darstellung der DHFR-Konformation [I61 

etwa 3000 Dalton grol3er sind als dieses bakterielle Enzym, 
sind die Hauptkonformationen durch die zusatzlichen, als 
Schleifen (,,loops") vorliegenden Teile kaum verandert. Al- 
lerdings konnen Enzyme aus anderen Organismen auch so 
verschieden sein, da13 zweifelhaft ist, ob  es sich uberhaupt um 
Dihydrofolat-Reduktasen handelt oder ob ihre DHFR-Ak- 
tivitat nur sekundar gegeniiber einer anderen unbekannten 

Wenn es ihre normale Funktion ist 

H,FA zu reduzieren andere Suhstanzen zu 
reduzieren/oxidieren 

1. andere Dickdarmbakterien 1. PteridinlFlavin 
2. T4-Phagen 2. unspezifische 
3. anaerobe Bakterien Dehydrogenasen 
4. Pike (Hefen) 
5 .  Protoaoen 

Ahb. 7. Mogliche Urspriinge untypischer Dihydrofolat-Reduktasen (DHFR- 
11) [18]. 

Funktion ist, siehe Matthews et al.["]. Abbildung 7['*] zeigt 
einige mogliche Urspriinge der DHFR vom Typ 11. 

Anwendungen der DHFR-Inhibitoren 

Synergetische Mischungen 

Es ist jetzt an der Zeit, auf einige Anwendungen von selek- 
tiven DHFR-Inhibitoren hinzuweisen. Dabei ist natiirlich 
vor allem Co-Trimoxazol als wichtiges bakterizides Chemo- 
therapeutikum zu nennen. Es wurde aufgrund der Erkennt- 
nis entwickelt, daB durch die Kombination von Trimetho- 
prim (Tmp) mit Sulfamethoxazol eine sequenzielle Blockade 
eines wichtigen Biosyntheseweges in einem Bakterium und in 
anderen Prokaryonten erreicht werden kann (Tabelle 2). Die 

Tabelle 2. Effekt der Kombination von einem Teil Tmp mit 20 Teilen Sulfa- 
methoxazol auf die minimale inhibitorische Konzentration (MIC) [19]. 

Organismus 

MIC [pg mL-'1 von 
Sulfamethoxazol Tmp 
einzeln Mischung einzeln Mischung 

Streptococcus pyogenes 
Streptococcus pneumoniue 
Staphylococclls aureus 
Huemophilus infruenzue 
Bordetellu pertussis 
Klebsiella pneumoniue 
Klebsrellu aerogenes 
Escherichiu coli 
Sulmonellu typhimurium 
Shigellu sonnei 
Proleus vulguris 

>lo0 1 
30 2 

3 0.3 
10 0.3 
50 4 

>I00  4 
>I00 4 

3 1  
10 1 
10 1 
30 3 

1 0.05 
2 0.1 
1 0.015 
1 0.015 
3 0.2 
1 0.2 
1 0.2 
0.3 0.05 
0.3 0.05 
0.3 0.05 
3 0.15 

geringen Auswirkungen auf den Wirt zeigen, daR in Euka- 
ryonten diejenigen Reaktionen, die zur Biosynthese von Di- 
hydrofolat bei Prokaryonten dienen, nicht ablaufen. 

Die Daten in Tabelle 2 beweisen die starke Steigerung der 
Wirksamkeit I' 91: Die fur eine Inhibition erforderliche Min- 
destkonzentration einer Verbindung kann um das 10- bis 
20fache kleiner sein, wenn die zweite Komponente anwesend 
ist. AuBerdem kann die Kombination auch gegen Organis- 

1.0 3 

0 0.2 0.1 0.6 0.8 1.0 

Abb. 8. Fraktionelle inibitorische Konzentration FIC von B.W. 210U49 und 
Sulfadiazin zur 50proz. Inhibition von P .  vulguris bei An- und Ahwesenheit von 
8-Aza-guanin: M ohne, o---o 1 pgmL-';  m-¤ 10 pgmL-'  8-Azagud- 
nin [20]. 

FIC ISulfadiozin) - 
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men wirksam sein, die durch eine Einzelkomponente nicht 
inhibiert wiirden, z. B. gegen Kkbsieila sp. und Strepfococcus 
Gruppe C,  bei denen die Konzentrationen der Einzelinhibi- 
toren irn Grenzbereich liegen oder nicht erreichbar sind. 

Abbildung 8 illustriert eine weitere mogliche Verwendung 
von biochemisch verwandten Inhibitoren['''. Hier erhoht 
der Zusatz von 8-Azaguanin zu einer sich schon verstarken- 
den Kombination von Diaveridin (B.W. 210 U49) mit Sulfa- 
diazin die Wirksamkeit weiter. Solche biochemisch orientier- 
ten Dreifachkombinationen werden erst wenig eingesetzt, 
aber ihr Potential ist verfiigbar. 

Ich mochte mich jetzt anf die Verwendung der einzelnen 
DHFR-Inhibitoren konzentrieren. 

Trimethoprim und seine Derivate 

Das chronologisch erste und immer noch bedeutendste 
Mittel fur die Chemotherapie von Krebs ist das Methotrexat 
(MTX) aus den Lederle-Laboratorien. MTX wurde schon 
1948 fur die Therapie von akuter Leukamie eingefuhrtL2I1 
und ist heute immer noch wichtig. Es ist jedoch, wie Tabelle 1 
zeigt, relativ unselektiv. Sein therapeutischer Nutzen hangt 
hauptsachlich von Unterschieden in der Aufnahme, Glut- 
amylierung, zellularen Exkretion, im zellularen metaboli- 
schen Gleichgewicht und in anderen Faktoren ah. 

Im Gegensatz zu MTX, das Folat strukturell sehr ahnlich 
ist, waren unsere eigenen Antifolate signifikant anders und 
hoch selektiv. Dies wird durch Priifung der genauen Struktur 
und der aktiven Zentren einiger Enzyme deutlich werden. 

Dazu vergleichen wir die Feinstruktur des Komplexes aus 
MTX und Cofiaktor in der DHFR von L. cusei(Abb. 9)1221 

Abb. 9. Scheniadsche Darstellung des aktiven Zentrums der L. cusei-DHFR; 
die Bindung yon Methotrexat und Nicotinamid-adenin-dinucleotid-phospho- 
nat  (NADPH) ict gezeigt 1221. 

mit der des Komplexes aus Tmp und Cofaktor in der DHFR 
aus Hiihnerleber (Abb. Es ist offensichtlich, da13 das 
MTX-Molekiil vie1 rnehr Platz einnimmt als das  Tmp-Mole- 
kiil. Solche Unterschiede werden iiberall dort sichtbar, wo 
kleine Inhibitormolekule beobachtet werden, und die Unter- 
schiede in den aktiven Zentren der Enzyme entsprechen den 
Selektivitaten der kleinen Inhibitormolekiile. 

906 

Abb. 10 Schematirche Darstellung des Cofaktors in Huhnerleber-DHFR; die 
Bindung von Tmp und NADPH is[ gezeigt [23]. 

Eine Reihe von Studien untersuchte die Funktionen spezi- 
fischer Aminosiureester. Eine der stichhattigsten wurde von 
Kraut et al. durchgefuhrt 1241 und vereinte mehrere Experi- 
mente. Die Aktivitat des E. coli-Enzyms, bei dem Aspartat 
durch Asparagin ersetzt war, betrug nur 0.1 % der Aktivitat 
des unveranderten Enzyms, so da8 die Bedeutung der ioni- 
sierbaren Carboxygruppe deutlich wurde (Abb. 11). Der Er- 

Abb. 11. E.  coli-DHFK mit induzierten spedfischen Mutationen [24]. 
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satz des benachbarten Alanyl- durch den Glycyl-Rest inakti- 
vierte das Enzym vermutlich durch Konformationsanderung 
vollstandig. Das Auswechseln der SH-Gruppe gegen eine 
OH-Gruppe (Cystein gegen Serin) hatte kaum eine Wirkung. 
Solche Experimente konnen also zur Synthese von neuen 
wertvollen Inhibitoren fuhren. 

Ein erst relativ spat erkannter Aspekt des Folat-Metabo- 
lismus ist, daB es sich bei den hochmolekularen Derivaten 
der Folsaure um Polyglutamate handelt. D a  die Kettenlange 
dieser Derivate bei weitem zu groI3 fur einen effizienten 
Transport in die Zelle hinein ist, verfiigen die meisten Zellen 
uber eine Pteroylpolyglutamat-Synthetase. Die Anzahl der 
Glutamyl-Reste variiert mit der Zeit und dem Zelltyp. Die 
hohe Komplexitat dieser Reaktionen wird gerade erst 
erkannt. Es ist trotzdem interessant und instruktiv, die 
Bindungskonstanten und kinetischen Werte von Folat-Poly- 
glutamaten in einigen enzymatischen Reaktionen des Folat- 
Metabolismus zu vergleichen (Tabelle 3) [251 .  

Tabelle 3. Vergleich der Bindungskonstanten K, und kinetischen Werte v,,, 
von Polyglutamdten der Lange n in enzymdtischen Reaktionen des Folat-Meta- 
bolismus. TS = Thymidylat-Synthase; TF = AICAR-Transformylase; GAR- 
TF = GAR-Transformylase [25].  

F 

DHFR 
Serin-HOCH,-Transferase 
N5,N'0-CH2-H4FA-Dehydrogenase 
N'O-CHO-H,FA-Synthetase 
N' O-CHO-H,FA-Synthetase 
N5,N'o-CH-H,FA-Cyclohydrolase 
TS 
TS 
AICAR-TF 
GAR-TF 

5 
5 
3 
3 
5 
5 
3 
5 
3 
3 

1 
0.0025 
<1 
0.01 
0.001 
0.5 
0.2 
0.014 
0.01 
0.8 

- 
3.7 
0.5 
0.25 
1.5 

3 
1 
5 

- 

Lipophile DHFR-Inhibitoren 
Der Inhibitor MTX und auch Tetrahydrofolat unterliegen 

der Polyglutamylierung. In vielen Fallen ist das Verhaltnis 
von Folat-Polyglutamat zu Inhibitor-Polyglutamat fast un- 
verandert, aber man kann voraussagen, daI3 bei den vielen 
Moglichkeiten doch fur einige Anomalien und einige thera- 
peutische Indices eine Erklarung auf dieser Basis gefunden 
werden wird. Einige Auswirkungen der Glutamylierung auf 
spezifische Biosynthese-Enzyme sind in Tabelle 4 gezeigt [261. 

Tabelle 4. Der Effekt der Pentaglutamylierung auf die Bindung von MTX an 
spezifische Tetrahydrofolat-nutzende Synthese-Enzyme [26]. 

TS N5,N"-CH,-H,PteGlu, 13.0 0.047 277 
NS,N'o-CH,-H,PteGlu, 14.3 0.056 254 

AICAR-TF N"-CHO-H,PteGlu, 143.9 0.057 2508 
N'"-CHO-H,PteGlu, 40.0 5.89 6.8 

GAR-TF N'"-CHO-H,PteGlu, 80 2.5 32 
N'"-CHO-H,PteGlu, 84 22.0 4 

Ich mochte mich jetzt der genauen Struktur spezifischer 
Enzyme und ihrer Verwertung fur die Synthese aktiverer In- 
hibitoren zuwenden. Abbildung l2["] zeigt, wie das Tmp- 
Molekul in die E. coli-DHFR paBt. Oben links (Rest 57) 
kann man die Guanidingruppe des Arginin sehen. Das wur- 

Abb. 12. Sitz von Tmp (Mitte) in der DHFR von E. colr [27]. 

de von Lee Kuyper ausgenutzt, der die m-Methoxy-Gruppe 
von Tmp durch eine Reihe von Carboxyalkoxy-Gruppen er- 
setzte. Als optimale Lange erwiesen sich 5 Kohlenstoffato- 
me, und das Produkt, das Carboxyamyloxy-Derivat, band 
50mal starker an das Enzym als Tmp[281. In derselben Art 
synthetisierte Barbara Roth ein Bromacetoxyphenoxy-Ana- 
logon von Tmp und fand, daI3 dieses Derivat an den Histidin- 
22-Rest des Enzyms kovalent bindet [''I. Diese Beispiele 
mogen als Vorgeschmack auf eine groBe und aufregende Zu- 
kunft dienen. 

Eine ganze Reihe von Resistenzen gegen Antifolate tauch- 
te bald nach Beginn der Arbeit an diesen Inhibitoren auf. 
Eine der Resistenzen beruhte auf dem Verlust des zellularen 
Transportmechanismus (Abb. 13); dadurch wurde die Suche 

Undurchlassigkeit I) I) I) n 
Enzym-Uberproduktion 

resistentes Enzyrn 

4 I 
Verlust des Bindungsproteins I) I) =b f i ,  / 

Abb. 13. Ursachen fur Resistenz gegen DHFR-Inhibitoren [I81 

nach lipophilen Inhibitoren, die nicht von diesem Transport- 
mechanismus in die Zelle hinein abhlngig sind, sehr ange- 
regt. Gegenwartig sind die beiden potentiell niitzlichsten 
Substanzen Trimetrexat und Piritrexim (Abb. 14). Die An- 
wendung dieser Inhibitoren steckt noch in den Kinderschu- 
hen, aber alle beide verfiigen iiber interessante Eigenschaf- 
ten. Die Wirkungen von Trimetrexat und MTX werden in 
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Abb. 14. Die Strukturformeln von Trimetrexat (links) und Piritrexim (rechts), 
Lwei potentiell niitzlichen DHFR-Inbibitoren. 

Tabelk 5 ~ e r g l i c h e n [ ~ ~ ] .  Sowohl Trimetrexat als auch Piritre- 
xim sind wirksam gegen infektiose prokaryontische Organis- 
men. Mit einer Kombination von Trimetrexat und Leucovo- 

Tabelle 6. Effekt der Kombination von Piritrexim (P) und Sulfadiazin (S) bei 
der Behandlung der Mause-Toxoplasmose. Von Sulfadiazin wurden 4,40 und 
400 mg kg-' pro Tag oral gegeben, von Piritrexim 20 mg kg-' pro Tag i.p. 
verabreicht [32]. 

Gesamtsterblichkeit nach n Tagen [9A] 
Behandlung [a] n = 3 6 9 12 15 18 20 

~~ 

keine 
S(4) 
P + S(4) 
~ ( 4 0 )  
P + S(40) 
S(400) 
P + S(400) 

~ 

~ 0 100 - ~ - 0 
0 20 60 100 ~ 

0 20 40 60 80 80 80 
0 20 40 100 ~ - 

20 20 20 40 80 80 80 
0 0 80 100 - 
0 0 0 0 0 0 0  

- - 

~ 

~ - 

Tabelle 5.  Vergleich der Wirksamkeiten von Trimetrexat und MTX gegen 
transplantierbare Miusetumoren und bei Xenotransplantaten [30]. 

[a] In Klammern ist die Sulfadiazin-Konzentration angegeben. 

Tumor-System Trimetrexat MTX 

Maus L1210-Leukimie + +  + +  Serin Glycin 
P388-Leukiimie + +  + +  
B16-Melanom + +  
Lewis-Lungenkarzinom - - ~- 

Darmkrebs 26 + +  
Darmkrebs 38 + 
CDXF1-Brustkrebs + +  

menschliches Brustkrebs MX-1 ~- 

~- 

~- 
_ -  

dUMP + Serin-HOCH,-Transferase 
~~ 

Xenotransplantat Lungenkrebs LX-1 _ _  _ _  
Darmkrebs CX-1 _ _  _ _  

rin wurden schon AIDS-Patienten mit pneumocystischer 
Lungenentzundung erfolgreich behandelt [3 'I. Tabelle 6 zeigt 
die Auswirkung einer Kombination der beiden Medikamen- 
te Piritrexim und Sulfadiazin auf die Behandlung der Mause- 
Toxoplasmose [321. 

dTMP 

Inhibitoren anderer Enzyme 

SchlieIjlich sol1 hier noch der wichtigste selektive Inhibitor 
der Thymidylat-Synthase (TS) (Abb. 15) erwiihnt werden: 
5,8-DidesazaIsopteroylglutamat (IAHQ) (Abb. 16). IAHQ 
und spezifische Inhibitoren anderer Biosynthese-Reaktio- 
nen, bei denen Tetrahydrofolat eine Rolle spielt, stellen den 
Anfang einer biochemisch orientierten und verbesserten 
Chemotherapie des Krebses dar[331. 

Abb. 15. Der Tbymidylat-Syntbesecyclus 

OH 0 COOH 

COOH 

Abb. 16. Die Strukturfonnel von IAHQ, einem selektiven TS-Inhibitor. 

Design der Konformation des aktiven Zentrums 
Computer-unterstiitzt entwickelte Modelle 

Mutationen zur Verinderung des aktiven Zentrums 
Kooperativitit 

Rontgenstrukturanalyse 
NMR-Spektroskopie 

Sequenz-Analysen 
Homogenitit 

Molekulargewichtsunterschiede 
Kinetik 

Inhibitor-Analyse 
Unterschiede zwiscben DHFR-Spezies 

DHFR (Identifikation) 
Synthesen und Testen von Analoga 

Aufgaben von H,FA 
FA --* H,FA 

FA als Vitamin 
I I I I I 

1940 1950 1960 1970 1980 

Abb. 17. Der Zuwachs an Wissen iiber die Dihydrofolat-Reduktase, beginnend in den vierziger Jahren rnit unge- 
zielten Studien, his zur Entdeckung neuer niitzlicher Verbindungen und zu Methoden zum Design von Wirkstoffen 
in den achtciger Jahren [34]. Die Position der einzelnen Erkenntnis auf der Ordinatenacbse ist ein Ma0 fur ihren 
Nutzen beim Design neuer DHFR-Inhibitoren. 
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SchluBbemerkung 

Ich bin sehr gliicklich, iiber vier Jahrzehnte auf einem 
Gebiet gearbeitet zu haben, das mit jedem Jahr noch aufre- 
gender wurde und wird. Abbildung 17 zeigt - angefangen 
mit unseren Arbeiten in den vierziger Jahren - die Ge- 
schichte des stetig gewachsenen Wissens iiber die Dihydrofo- 
lat-Reduktase. Die ungezielten friihen Versuche fiihrten zur 
Entwicklung niitzlicher Mittel gegen eine Vielzahl von 
Krankheiten (Abb. 18) und haben so unsere Uberzeugung 

Nucleinbasen-Analoga 

Leukamie-Miltrl Immunsuppressisa 
2,6-Diaminopurin + 
6-Thioguanin 
6-Mercaptopurin - Azathioprin 
Hyperurikamie-Mittel Antiprotozoa- Mtttel 
Alloporinol Allopurinol-Rihosid 

DHFR-Inhibitoren 

Pyrimethamin 
Trimethoprim 
Piritrexim 

Malaria-Mittel 
hakterizider Wirkstojy 
Antirumor-Mirtel 

Zuckeranaloga 

Acyclovir (acyclisches Guanosin) Herpes-Mittel 
3-Azidothymidin (Zidovudin) AIDS-Mtttel 

Ahb. 18. Medikamentose Therapien, die aus Dihydrofolat-Reduktase-Inhibi- 
toren entwickelt wurden. 

gerechtfertigt, dal3 dieser Ansatz erfolgreicher ist als eine 
enge Zielsetzung. Auch 1988 noch werden mit dieser Strate- 
gie niitzliche neue Verbindungen gefunden. 

Ich mochte mit einem Zitat aus einer meiner eigenen Pu- 
blikationen ~chl ieDen[~~] :  ,,To the biochemical chemothera- 
pist, it is not only a matter of faith, but an obvious fact, that 
every cell type must have a characteristic biochemical pat- 
tern, and therefore be susceptible to attack at  some locus or 
loci critical for its survival and repli~ation.' '[*~ 

Ich dunke Mura Gabriel und Coylu Burry fur  ihre gute und 
aufopfernde Arbeit, die diesen Riickblick miiglich machte. 

Emgegangen am 27. Januar 1989 [A 7231 
Ubersetzt von Dr Chrrstiane Koszka. Bonn 

[*] .,Furden biochemisch orientierten Chemotherapeuten istes keine Frage des 
Glaubens. sondern eine GewiBheit, dafi jede Zelle ein charakteristisches 
biochemisches Muster aufweist und daher dem Angriff an einer oder mehre- 
ren Stellen, die kritisch fur ihr Uberleben und die Replikation sind, zugang- 
lich sein muB." 
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