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1. Einleitung

Die N-Methylierung ist eine der zentralen chemischen
Modifikationen zur Regulation biologischer Funktionen und
spielt z.B. in der Epigenetik eine entscheidende Rolle. Die
Epigenetik umfasst alle vererbbaren meiotischen und mit-
otischen Ver�nderungen der Genexpression eines Ph�notyps,
die nicht in der Watson-Crick-Basenpaarung der DNA co-
diert sind.[1, 2] Hier spielt die N-Methylierung von Histonen
zur Strukturver�nderung des Chromatins eine wichtige Rolle
und ist maßgeblich an dessen biologischer Funktion betei-
ligt.[3] Die N-Methylierung ist folglich eine der Ursachen
daf�r, dass ein identischer Genotyp mit der gleichen DNA-
Sequenz zu unterschiedlichen Ph�notypen f�hren kann.
Neben der Modifikation von Histonen ist die Methylierung
der DNA ein bekannter epigenetischer Marker, der eine
zentrale Rolle bei der Regulation der Genexpression und der
Architektur des Zellkerns spielt.[4] Die DNA-Methylierung
erfolgt durch verschiedene DNA-Methyltransferasen in der
N6-Position des Adenins und in der C5-Position des Cytosins
in CpG-Sequenzen.[2,5] Dabei stellen die globale und die
genspezifische Hypomethylierung und Hypermethylierung
die wichtigsten Formen der DNA-Methylierung dar.[6] Da-
neben kçnnen Ver�nderungen der epigenetischen Methylie-
rung auch zu ernsthaften Erkrankungen wie Krebs oder
geistiger Retardierung f�hren, wodurch nat�rlich das Inter-
esse an der Untersuchung der zugrundeliegenden Mechanis-
men geweckt wurde.[2] Zus�tzlich zu ihrer epigenetischen
Rolle trifft man die Methylierung auch in nicht-Histonpro-
teinen wie p53, Hsp90 oder NF-kB an.[7, 8] In all diesen Pro-
teinen erfolgt die N-Methylierung in den Aminos�ureseiten-
ketten, w�hrend die Na-Methylierung nur in einigen bakte-
riellen und eukaryotischen Proteinen am N-Terminus eines
Proteins beobachtet wurde. Bisher ist sehr wenig �ber die
biologische Relevanz der Na-Methylierung der Proteine be-
kannt.[9] Sie scheint allerdings an der Entwicklung des Zell-

zyklus �ber ad�quate Ausbildung des bipolaren Spindel-
apparats und Segregation der Chromosomen beteiligt zu
sein.[10, 11] Erst k�rzlich wurde die erste Na-Methyltransferase
in der Hefe und im Menschen beschrieben.[9, 12] Das d�rfte f�r
die weitere Untersuchung der Na-Methylierung von Bedeu-
tung sein. Bis zum heutigen Zeitpunkt wurde jedoch keine N-
Methylierung einer Peptidbindung in Proteinen von S�ugern
beschrieben. Es �berrascht sehr, dass die Natur diese Art der
Ver�nderung nicht als posttranslationale Modifikation von
Proteinen eingef�hrt hat.

2. Die N-Methylierung von Histonen

Die N-Methylierung von Histonen erfolgt in den Seiten-
ketten von Lysin und Arginin und ist f�r die Genregulation
von maßgeblicher Bedeutung.[13,14] Die N-Methylierung von
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Lysin, die je nach Position der Methylierung die Aktivierung
oder Unterdr�ckung der Transkription auslçsen kann, wird
dabei durch eine Familie von hochspezifischen Lysinmethyl-
transferasen ausgef�hrt.[15] Einzelne Lysine kçnnen bis zu
dreimal methyliert werden, wodurch sich unterschiedliche
Methylierungszust�nde f�r jedes Lysin ergeben. Dieser Vor-
gang ist ein reversibler Prozess, bei dem die Demethylierung
von einer Familie von Lysindemethylasen durchgef�hrt
wird.[15] �hnlich wie bei Lysin f�hrt auch die N-Methylierung
von Arginin zu unterschiedlichen Methylierungszust�nden,
die sich entweder aktivierend oder unterdr�ckend auf die
Transkription auswirken kçnnen.[16] Die erste Arginindeme-
thylase wurde erst im Jahr 2007 beschrieben.[17] Da auf diese
Weise eine derartige Vielzahl an N-Methylierungsmustern
resultiert, die zudem mit anderen posttranslationalen Modi-
fikation auftreten kçnnen, ergibt sich eine große Zahl mçg-
licher Kombinationen derartiger Modifikationen.[2] Dies
f�hrte zur Hypothese eines „Histon-Codes“, der von Enzy-
men und Proteinen erkannt und in biologische Funktionen
„�bersetzt“ werden kann.[18] Es wurde berichtet, dass die Art

der Histonmethylierung mit vielen biologischen Prozessen,
wie der Erhaltung und Differenzierung der Stammzellen oder
der Antwort auf DNA-Besch�digung, im Zusammenhang
steht und essentiell f�r die normale Genregulation ist.[13,15] So
kann die N-Methylierung die Genexpression durch Um-
wandlung der Chromatinstruktur in eine aktive Form dras-
tisch ver�ndern und dadurch die Bindung von nicht-Histon-
proteinen beeinflussen (Abbildung 1a).[14,19] Fehler in der
Histonmethylierung kçnnen zu Krebs f�hren und sind an der
Entwicklung verschiedener Tumore beim Menschen betei-
ligt.[2,14] K�rzlich wurde gezeigt, dass Ver�nderungen im N-
Methylierungsmuster von Histonen zur Resistenz gegen
Medikamente als Folge dynamischer Chromatinmodifikation
f�hren kçnnen.[20] Chromatin-modifizierende Wirkstoffe
kçnnen dem entgegenwirken. Es ist durchaus bemerkens-
wert, dass eine derartig kleine Ver�nderung von nur 14 Da
durch die N-Methylierung das dynamische Erkennungsmotiv
großer Proteinkomplexe außergewçhnlich erhçhen kann
(Abbildung 1b).[21]
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Abbildung 1. a) Histonmodifikationen und deren Konsequenzen. Die DNA ist um einen oktameren Komplex gewickelt, der aus zwei S�tzen von je
vier Kernhistonen (H2A, H2B, H3, H4) gebildet wird. Posttranslationale Modifikationen wie ein- und mehrfache Methylierung (me, markiert durch
rote Pfeile), Acetylierung (ac), Phosphorylierung (ph), Ubiquitinylierung and SUMOylierung an spezifischen Stellen in den Histonen kçnnen das
Binden von nicht-Histonproteinen („Readers“) induzieren und dadurch entweder zu Aktivierung oder Unterdr�ckung der Gentranskription f�hren.
Abdruck mit Genehmigung aus Lit. [19], Copyright 2011 American Chemical Society. b) Kristallstruktur der HP1-Chromodom�ne aus Drosophila
(Oberfl�chendarstellung) mit dem Ende des Histon-H3-Peptids mit Methyllysin am Rest 9 (St�bchen). Die erhçhte Hydrophobie des Lysins durch
N-Methylierung beg�nstigt Wechselwirkungen mit unpolaren Gruppen und stabilisiert die Kationen-p-Wechselwirkung der Methylammoniumgrup-
pe mit den aromatischen Ringen von zwei Tyrosinen und einem Tryptophan (cyan) (PDB-Code: 1KNA).[21]
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3. Nat�rlich vorkommende N-methylierte Peptide

Wie zuvor erw�hnt, wird die N-Methylierung von Amid-
bindungen nicht als posttranslationale Modifikation von
Proteinen verwendet. Trotzdem gibt es eine Vielzahl an N-
methylierten linearen oder cyclischen Peptiden, die bemer-
kenswerte biologische Funktionen aus�ben. Solche Peptide
werden in der Natur enzymatisch synthetisiert, um bestimmte
physikalische oder biologische Eigenschaften zu bekommen.
Einige dieser nat�rlich vorkommenden, N-methylierten li-
nearen oder cyclischen Peptide von unterschiedlichstem Ur-
sprung, Affinit�t und Spezifit�t zeigen ein enormes Potential
bei der Regulation biologischer Funktionen. Aus diesem
Grund mçchten wir in den folgenden Abschnitten eine Aus-
wahl von nat�rlichen N-methylierten Peptiden vorstellen, die
Affinit�t f�r verschiedenste Biomolek�le in S�ugerzellen
aufweisen. Es sollen solche Peptide besprochen werden, die
besonders ausf�hrlich untersucht wurden oder die faszinie-
rende Ph�nomene beim Behandeln von Zellen zu Tage ge-
bracht haben. Es sollte allerdings beachtet werden, dass die
wenigen hier aufgef�hrten Beispiele keinesfalls die Vielfalt
der N-methylierten peptidischen Naturstoffe widerspiegeln
kçnnen.

3.1. N-methylierte Peptide mit der Zellmembran als Zielstruktur

Enniatine sind eine Gruppe von N-methylierten cycli-
schen Depsipeptiden,[22] die aus drei Estern eines Dipep-
tidolmonomers gebildet werden. Das Monomer besteht sei-
nerseits aus einer N-Methylaminos�ure (Leu, Val, Ile), die
mit der d-2-Hydroxycarbons�ure, abgeleitet von derselben
Aminos�ure, eine Amidbindung eingeht (Abbildung 2).[23]

Enniatine lagern sich in die Zellmembran ein und bilden
darin mit mono- oder divalenten Kationen vertikal gestapelte
Sandwich-Komplexe. Auf diese Weise unterbrechen sie als
Ionophore das Membranpotential.[24] Erst k�rzlich wurde
gezeigt, dass Enniatine p53-abh�ngige zytostatische und p53-
unabh�ngige zytotoxische Aktivit�ten in menschlichen
Krebszelllinien bewirken, die sie als potentielle Wirkstoffe
zur Behandlung von Krebs charakterisieren.[25,26] Des Weite-
ren wurde gefunden, dass Enniatin B Pdr5p hemmt, bei dem
es sich um eine der wesentlichen Effluxpumpen handelt,
deren �berexpression zur Arzneimittelresistenz (multidrug
resistance, MDR) in Saccharomyces cerevisiae f�hrt. Ennia-
tine inhibieren dabei in einer �hnlichen Weise wie das Im-

munsuppressivum FK506 (Tacrolimus) spezifisch die Funk-
tion von Pdr5p.[27] Zudem wird vermutet, dass Enniatine und
ihre Analoga, ebenso wie FK506, an das humane Multidrug-
Resistance-Protein 1 (MDR 1) binden und die MDR in
Krebszellen unterbinden.[28, 29]

3.2. N-methylierte Peptide mit Mikrotubuli als Zielstruktur

Hemiasterline umfassen eine Familie von nat�rlich vor-
kommenden N-methylierten Tripeptiden, die aus den drei
modifizierten Aminos�uren tert-Leucin, 4-Amino-2,5-dime-
thylhex-2-ens�ure und N,N,b,b-Tetramethyltryptophan (Ab-
bildung 2) bestehen.[30–32] Hemiasterlin ist ein stark zytotoxi-
sches Peptid, dessen antiproliferative Wirkung auf der Ver-
hinderung der Tubulinpolymerisation beruht. Zudem bewirkt
es �hnlich wie Vinblastin (ein Antitumormedikament f�r die
Behandlung verschiedener Krebsarten) einen Stopp der
Mitose in der G2-M-Phase des Zellzyklus. Da die antitu-
mortherapeutische Wirksamkeit von Hemiasterlin mit Toxi-
zit�t verbunden war, wurden durch intensive Anstrengungen
mehrere wirksame Analoga von Hemiasterlin synthetisch
hergestellt.[33] Das Hemiasterlin-Analogon HTI-286 (Abbil-
dung 2) ist ein wirksamer Proliferationsinhibitor (IC50 von
1 nm in 18 menschlichen Tumorzelllinien) und weist eindeutig
weniger Interaktion mit MDR 1 auf, als die antimikrotubu-
l�ren Wirkstoffe Paclitaxel, Docetaxel, Vinorelbin und Vin-
blastin. HTI-286 inhibierte zudem das Wachstum von
menschlichen Tumorxenograften, bei denen Paclitaxel und
Vincristin aufgrund ihrer mit MDR 1 assoziierten Resistenz
ineffektiv waren.[34] E7974 (Abbildung 2) ist ein anderes He-
miasterlin-Analogon, das sich momentan in der klinischen
Phase I f�r die Behandlung von Krebs befindet.[35] E7974
inhibiert die Tubulinpolymerisation mit einem IC50-Wert, der
im Bereich des bekannten Tubulinpolymerisationsinhibitors
Vinblastin liegt. Die Anheftung der Chromatiden an die
Mikrotubuli w�hrend der Mitose ist f�r die korrekte Segre-
gation der Chromosomen von absoluter Wichtigkeit.[36] Auf
diese Weise blockiert die Wechselwirkung von E7974 mit der
Tubulinpolymerisation den erfolgreichen Abschluss der
Mitose. Immunfluoreszenzanalysen von mit E7974 behan-
delten Zellen zeigen eine Erhçhung der Zellanzahl, die auf
den Mitosemarker Phosphohiston H3 positiv sind. Des Wei-
teren treten tiefgreifende Abnormalit�ten der Mitosespin-
deln auf (Abbildung 3), was diese Verbindung zu einem
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Abbildung 2. Einige nat�rlich vorkommende N-methylierte Peptide mit
der Zellmembran (Enniatin B) oder Mikrotubuli (Hemiasterlin und
Analoga) als Zielstruktur.
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vielversprechenden Kandidaten f�r die Entwicklung als
Chemotherapeutikum macht.[33] An dieser Stelle mçchten wir
darauf hinweisen, dass die chemischen Strukturen von E7974
und Vinblastin nahezu keine �hnlichkeit aufweisen, beide
Molek�le aber trotzdem eine bemerkenswert vergleichbare
Bioaktivit�t als potentieller Antitumorwirkstoff zeigen.

3.3. N-methylierte Peptide mit der DNA als Zielstruktur

Einige nat�rlich vorkommende N-methylierte
Peptide wurden als potentielle DNA-Interkalatoren
identifiziert und eignen sich daher zur Untersu-
chung der Signaltransduktion und als potentielle
neue Antitumormedikamente. Echinomycin ist ein
fast C2-symmetrisches N-methyliertes cyclisches
Depsipeptid (Abbildung 4) und besteht aus zwei
Chinoxalin-2-carbons�ure-Einheiten. Echinomycin
wurde urspr�nglich als Antibiotikum im Kulturfil-
trat des Streptomyces echinatus entdeckt.[37] Es ist
der Verbindungsklasse der DNA-Bisinterkalatoren
zugehçrig,[38] die sich in die kleine Furche der DNA
einlagern. Echinomycin bindet dabei in einer se-
quenzspezifischen Art die Basenpaarsequenz 5’-
CG-3’, wobei sich die Chinoxalinchromophore
durch Bildung eines Zwei-Basenpaare-Sandwichs
zwischen die Basen der DNA einschieben (Abbil-
dung 5). Dadurch wird die Transkription inhibiert
und Apoptose in Krebszellen induziert.[39] Als
Echinomycin dann vor einigen Jahren durch das
National Cancer Institute in die klinische Phase
gebracht wurde, konnte in der klinischen Phase II
jedoch nur minimale oder keine Antitumoraktivit�t
festgestellt werden; Zudem wurden schwere Ne-
benwirkungen wie �belkeit, Erbrechen, reversible
Leberenzymabnormalit�ten usw. beobachtet.[40]

K�rzlich wurde aber in einem Screening einer Bi-
bliothek bestehend aus 140000 niedermolekularen
Verbindungen Echinomycin als eine der wirksams-

ten Verbindungen zur Inhibierung der Bindung des Hypoxie-
induzierten Faktor-1 (HIF-1) an DNA entdeckt.[41] HIF-1 ist
ein Transkriptionsfaktor, der Gene kontrolliert, die an der
Glykolyse, Angiogenese, Migration und Invasion beteiligt
sind, welche alle f�r die Tumorprogression und -metastasie-
rung wichtig sind. Ein selektiver HIF-1-Inhibitor kçnnte f�r
die Erforschung des HIF-1-Signalwegs und f�r die Etablie-
rung des therapeutischen Potentials der HIF-1-Inhibierung

Abbildung 3. Vinblastin und E7974 inhibieren die Bildung des Spindelapparats w�hrend der
Mitose und verringern die Dichte der Mikrotubuli der menschlichen Prostatakrebszelllinie
DU 145. Diese wurden f�r 18 h behandelt. a) Kontrolle (Dimethylsulfoxid; DMSO);
b) 8.4 nmolL�1 und d) 28 nmolL�1 Vinblastin; c) 19.5 nmolL�1 und e) 65 nmolL�1 E7974.
Die Zellen wurden anschließend fixiert und mit DAPI (blau), anti-b-Tubulin (gr�n), und anti-
Phosphohiston H3 (rot; obere Reihe) oder DAPI (blau) und anti-b-Tubulin (gr�n; untere
Reihe) angef�rbt. Abdruck mit Genehmigung aus Lit. [33], Copyright American Association
for Cancer Research.

Abbildung 4. Nat�rlich vorkommende N-methylierte Peptide mit der DNA als Zielstruktur.
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geeignet sein, da viele andere Methoden wie die Antisense-
Strategie oder siRNA bisher versagt haben.[42,43] Es ist
durchaus bemerkenswert, dass jetzt solche Peptide mittlerer
Grçße wie Echinomycin zu den niedermolekularen Verbin-
dungen gez�hlt werden, obwohl die Molek�lgrçße weit jen-
seits der 500-Da-Grenze der Lipinski-Regeln liegt,[44] die
normalerweise als Selektionskriterium f�r die Wirkstoffent-
wicklung herangezogen wird.

Zu Echinomycin strukturell �hnlich ist Thiocoralin (Ab-
bildung 4).[45] Es enth�lt anstelle der Carbons�ureester in den
klassischen depsipeptidischen Antibiotika einen Thioester.
Thiocoralin zeigt sowohl in vitro[46] als auch in vivo ein breites
Spektrum antiproliferativer Aktivit�t in verschiedenen
Krebszelllinien.[47] Dabei entwickelt es seine antiproliferative
Aktivit�t durch Anhalten der Zellen in der G1-Phase des
Zellzyklus und durch Verminderung der Progressionrate der
S-Phase in die G2/M-Phase. Dies geschieht durch Inhibierung
der DNA-Polymerase a unter Ausbildung eines tern�ren
Enzym-Thiocoralin-DNA-Komplexes.[46] Thiocoralin ist sehr
instabil und auf die Hilfe von Wirkstofftransportsystemen in
der medizinischen Anwendung angewiesen.[48] Um diesen
Nachteil zu beseitigen, haben Albericio et al. die Thioester-
bindung durch eine N-methylierte Amidbindung ersetzt,
wodurch die Halbwertszeit von NMe-Azathiocoralin im
menschlichen Serum verdoppelt werden konnte, ohne dabei
die biologische Aktivit�t zu beeinflussen.[49]

Korkormicin A (Abbildung 4)[51] ist ein weiterer, struk-
turell �hnlicher DNA-Bisinterkalator. Es leitet die Apoptose
in Krebszellen durch einen neuartigen Mechanismus, die In-
duktion der p53-Phosphorylierung, ein. Das induziert den
p53-Abbau und aktiviert die p53-abh�ngige Transkription
und stellt daher einen vielversprechenden Ansatz f�r die
Krebstherapie dar.[52] Wir mçchten hier noch einmal auf die

geringf�gige Variation der DNA-Bisinterkalatoren hinwei-
sen, in denen kleine Ver�nderungen der Seitenkettenfunk-
tionalit�ten und der Ringgrçße die Wirksamkeit als Antitu-
mormittel durch Modulation der Bioaktivit�t und Pharma-
kologie der peptidischen Naturstoffe stark beeinflussen
kçnnen. Zudem �berrascht es, dass diese Verbindungen trotz
ihrer �hnlichkeit unterschiedliche biologische Signalwege
beeinflussen, was f�r die Entdeckung von mechanismus-
basierten Therapeutika interessant ist.

3.4. N-methylierte Peptide mit dem Ribosom als Zielstruktur

Bouvardin ist ein aus der Pflanze Bouvardia ternifolia
(Rubiaceae) isoliertes N-methyliertes cyclisches Hexapeptid
(Abbildung 6), das bereits von antiken mexikanischen In-

dianern als Heilmittel gegen Dysenterie und andere Krank-
heiten eingesetzt wurde.[53] Bouvardin besteht aus zwei l-
Alaninen, einem d-Alanin und drei modifizierten N-Methyl-
l-tyrosinen. Das besondere Charakteristikum ist ein 14-
gliedriger Ring, gebildet durch oxidative Kupplung der phe-
nolischen Hydroxygruppe eines Tyrosins mit dem jeweils
benachbarten Tyrosin. Bouvardin und sein Analogon RA-VII
zeigen beide beeindruckende Antitumoraktivit�t durch An-
halten der Zellprogression w�hrend des gesamten Zellzyklus.
Beide blockieren die Proteinsynthese[54] durch Interaktion
mit dem eukaryotischen 80S-Ribosom[55] und inhibieren die
Bindung der Aminoacyl-tRNA und die Translokation der
Peptidyl-tRNA. Studien �ber die Eigenschaften von RA-VII
haben nicht nur wirksame Antitumoraktivit�t zu Tage ge-
bracht, sondern f�hrten sogar zur vollst�ndigen Heilung von
soliden Tumoren des kolorektalen Adenokarzinoms.[56] In
einer j�ngsten Konformation-Aktivit�t-Studie durch N-Me-
thylierung von d-Ala-1 und Ala-4 von RA-VII konnte die
Bedeutung der Schleifenstruktur f�r die Vermittlung der
Zytotoxizit�t von RA-VII gezeigt werden. Konformations-
studien von Peptiden helfen also, ein besseres Verst�ndnis
von deren biologischen Aktivit�ten zu erlangen.[57]

Abbildung 5. Stereobild der Kristallstruktur von Echinomycin (St�b-
chen) im Komplex mit dem DNA-Duplex d(ACGTACGT) (Linien), das
die Stapelung zeigt (PDB-Code: 3GO3).[50]

Abbildung 6. Nat�rlich vorkommende N-methylierte Peptide mit dem
Ribosom (Bouvardin und Analoga) oder mit Proteinphosphatasen
(Cyclosporin A) als Zielstruktur.
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3.5. N-methylierte Peptide mit Proteinphosphatasen als
Zielstruktur

Cyclosporin A (CsA) (Abbildung 6) ist zweifelsohne der
Klassiker unter den N-methylierten Cyclopeptidwirkstoffen
und wird in der Medizin umfangreich verwendet. CsA ist ein
cyclisches Undecapeptid mit sieben N-methylierten Amid-
bindungen. Es wurde urspr�nglich in einem Screening von
antibiotischen Substanzen aus Pilzen identifiziert.[58] Bedeu-
tung erhielt es vor allem als Immunsuppressivum gegen die
Abstoßung von transplantierten Organen durch Inhibierung
der T-Zell-Aktivierung.[59] Im Zellinneren bildet CsA einen
Komplex mit Cyclophilin A (Immunophilin), der die Prote-
inphosphatase Calcineurin inhibiert. Die Inhibierung von
Calcineurin durch den (Cyclophilin-A)-CsA-Komplex kann
die Freisetzung des Signals durch den zytoplasmatisch loka-
lisierten Transkriptionsfaktor NFAT unterdr�cken, indem es
den Transport in den Zellkern verhindert und dadurch die
Aktivierung von IL-2 und anderen Zytokinen blockiert.[60] Es
ist erw�hnenswert, dass NMR-Spektroskopie und Rçntgen-
kristallographie eine entscheidende Rolle im Hinblick auf das
Verst�ndnis und die Struktur von CsA spielten.[61–64] Auch die
Erkennung des Wirkungsmechanismus, wobei ein �ber-
gangszustand-�hnlicher Komplex mit Cyclophilin gebildet
wird,[65] welcher „twisted amide surrogate“ genannt wird und
eine cis-trans-Peptidylprolyl-Isomerase ist, ist ein schçnes
Beispiel f�r die F�higkeit von N-methylierten Cyclopeptiden,
Protein-Protein-Wechselwirkungen zu regulieren.[66–72]

3.6. N-methylierte Peptide und ihr Potential als zuk�nftige
Arzneimittel

Am Ende dieses Abschnitts wollen wir einige N-methy-
lierte Peptide erw�hnen, die sich momentan in der klinischen
Phase befinden und das Potential der N-Methylierung in zu-
k�nftigen Arzneimittel widerspiegeln (Abbildung 7).

Der Integrin-Antagonist Cilengitid, ein durch „r�umli-
ches Screening“ gefundenes cyclisches RGD-Pentapeptid

[c(-RGDf(NMe)V-)], befindet sich momentan in der klini-
schen Phase III f�r die Behandlung von Glioblastomen und in
Phase II f�r mehrere andere Tumorarten.[73] Cilengitid ist ein
Analogon von c(-RGDfV-), bei dem es sich um den ersten
superaktiven avb3-Integrininhibitor mit hoher Selektivit�t
gegen das Blutpl�ttchenintegrin aIIbb3 handelte.[74] Die
Einf�hrung einer d-Aminos�ure neben der RGD-Sequenz im
Cyclus ist f�r die richtige Konformation von essentieller Be-
deutung. Der Phenylring des Phe interagiert mit aromati-
schen Resten in der b-Untereinheit von Integrinrezepto-
ren.[75, 76] Ein N-Methyl-Scan dieser Leitstruktur f�hrte
schließlich zu Cilengitid,[73, 77] das sogar eine noch hçhere
Affinit�t f�r avb3 zeigt, jedoch auch Affinit�t im niederen
nanomolaren Bereich f�r die Integrine avb5 and a5b1 auf-
weist.[77] Dieses hochaktive und selektive cyclische Penta-
peptid wurde daher von der Firma Merck KGaA f�r die
Arzneimittelentwicklung auserkoren und sp�ter mit dem
Namen Cilengitid belegt. Es sollte erw�hnt werden, dass drei
Faktoren daf�r verantwortlich sind, dass Cilengitid vçllig
stabil gegen enzymatischen Abbau ist: die Cyclisierung, eine
d-Aminos�ure im Ring und die N-Methylierung.

Aplidin, ein aus Aplidum albicans isoliertes marines
Cyclodepsipeptid, ist ein weiteres N-methyliertes Peptid, das
in einer Reihe von humanen Krebszelllinien, wie Melanoma,
Brust- oder Lungenkrebs, Antitumoraktivit�t zeigte.[78–80] Es
wurde gefunden, dass Aplidin Apoptose �ber die Inhibierung
der Proteinsynthese induziert und wahrscheinlich durch die
Blockade der VEGF-Sekretion antiangiogenetisch wirkt.[78,81]

Aplidin zeigte Antitumoraktivit�t in der klinischen Phase I
und wurde bereits in Phase II f�r die Behandlung von nicht-
kleinzelligem Lungenkarzinom, multiplem Myelom und ver-
schiedenen anderen Tumorarten getestet.[82–87] K�rzlich er-
reichte es die klinische Phase III f�r die Behandlung von re-
zidiviertem/refrakt�rem multiplem Myelom in Kombination
mit Dexamethason.[88]

Dolastatin 10 ist ein aus dem marinen Organismus Dola-
bella auricularia isoliertes lineares N-methyliertes Pentapep-
tid. Das zytotoxische Peptid zeigte antiproliferative Wirkung
in Krebszellen und wurde in der klinischen Phase II gegen

verschiedene Krebsarten getestet.[89–94] TZT-
1027, ein synthetisches Derivat von Dolasta-
tin 10 wirkt, �hnlich wie Dolastatin, als Inhibi-
tor der Mikrotubuliorganisation und Tubulin-
polymerisation. Es erreichte die klinische
Phase I und zeigte in Patienten mit soliden
Tumoren eine geringere Zytotoxizit�t als Dola-
statin 10.[95] TZT-1027 weist allerdings keinerlei
Aktivit�t bei der Behandlung von Patienten mit
fortgeschrittenem oder metastasiertem Weich-
teilsarkom sowie bei der Behandlung von Pa-
tienten mit vorher behandeltem nichtkleinzel-
ligem Lungenkarzinom auf.[96,97]

N-Methylierung des Hexapeptids NFGAIL
aus dem aus 37 Aminos�uren bestehendem
Insel-Amyloid-Polypeptid (IAPP) zeigte Inhi-
bierung der Amyloidbildung und Fibrillogene-
se.[98, 99] Dies ist von großem Interesse, da die
Aggregation von IAPP zum zytotoxischen
pankreatischen Amyloid in Typ-2-Diabetes-

Abbildung 7. Strukturen von vier N-methylierten Peptiden, die zurzeit in der klinischen Phase f�r
die Behandlung verschiedener Krebsarten sind.
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Patienten f�hrt.[98] Ein weiteres IAPP-Analogon ist das
zweifach N-methylierte [NMeG24,NMeI26]-IAPP (IAPP-
GI), das gut lçslich, nicht amyloidogen und nicht zytoto-
xisch ist und die Selbstorganisation von IAPP im nanomo-
laren Bereich blockiert.[100] Des Weiteren wurde gezeigt,
dass IAPP-GI mit nanomolarer Affinit�t die Insulinaggre-
gation und die zytotoxische Oligomerisierung des b-Amy-
loids inhibiert, bei dem es sich um die Hauptkomponente
des Amyloids im von der Alzheimer-Krankheit betroffenen
Gehirn handelt.[101, 102] Dies ist ein mçglicher Hinweis f�r
eine molekulare �hnlichkeit der Alzheimer-Krankheit mit
Typ-2-Diabetes.[101] Es ist erw�hnenswert, dass gezielt auf
die N-Methylierung zur�ckgegriffen wurde, um die F�hig-
keit zu unterbinden, �ber Wasserstoffbr�ckenbindung fi-
brill�re Strukturen auszubilden, wodurch die Assoziation
der b-Faltblatt-bildenden Peptide gestçrt wird. In einer
anderen Arbeit zeigte die N-Methylierung des b-Faltblatt-
spaltenden Peptids Ac-LPFFD eine Erhçhung seiner In-
vitro-Stabilit�t und In-vivo-Halbwertszeit, wobei die Akti-
vit�t erhalten blieb.[103]

4. Biosynthese von N-methylierten Peptiden

Alle nat�rlich vorkommenden N-methylierten Peptide
werden nicht wie Proteine vom Ribosom synthetisiert,
sondern von großen multifunktionellen Enzymen, den so-
genannten nichtribosomalen Peptidsynthetasen
(NRPSs).[104,105] Im Unterschied zum Ribosom kçnnen die
NRPSs hunderte verschiedene Fragmente in eine peptidi-
sche Kette einf�gen, woraus sich eine Vielzahl von Peptiden
und Peptidomimetika mit einem breiten Spektrum an bio-
logischer und struktureller Aktivit�t ergibt.[105] Bei der
NRPS handelt es sich um einen Multienzymkomplex, der
zeitgleich Templat und die eigentliche Biosynthesemaschi-
nerie darstellt.[105,106] Diese besteht aus wohldefinierten
Bereichen, den sogenannten Modulen, die f�r die Einf�hrung
der Aminos�uren und anderer Bausteine in die wachsende
Polypeptidkette zust�ndig sind.[104] Die Module werden ih-
rerseits wiederum in verschiedene Dom�nen unterteilt, die
enzymatische Einheiten darstellen und f�r die Substrat-
erkennung, -aktivierung, -bindung, -modifikation, -verl�nge-
rung und -freisetzung verantwortlich sind (Abbildung 8).[105]

Die Adenylierungsdom�ne (A-Dom�ne) initiiert die
Aktivierung des Substrats und kontrolliert die Prim�rsequenz
durch Selektion (Abbildung 8 a). Nach Bildung des Amino-
acyladenylats wird das Intermediat an die freie Thiolgruppe
des Cofaktors ppan �berf�hrt, wodurch ein aktivierter Thio-
ester entsteht (Abbildung 8 b).[105] Anschließend kçnnen N-
Methylierung und andere Modifikationen erfolgen, wobei die
N-Methylierung durch eine N-Methylierungsdom�ne ausge-
f�hrt wird, die sich in der A-Dom�ne befindet. Die Methyl-
gruppe wird von S-Adenosyl-l-methionin zum Thioester
�berf�hrt, und S-Adenosyl-l-homocystein wird freige-
setzt.[105,107] Nach Bildung der Peptidbindung (Abbildung 8c)
durch Interagieren zweier Carrier-Dom�nen mit der Elon-
gationsdom�ne (Verl�ngerung) erfolgt schließlich die Frei-
setzung des linearen oder cyclischen Peptids an der End-
dom�ne (Termination). Neben der N-Methylierung kçnnen

NRPSs auch d-Aminos�uren, Heterocyclen und andere
Fragmente einbauen, was zu einer gigantischen Zahl an
mçglichen Peptiden f�hrt.[107]

5. Chemische Synthese von N-methylierten Peptiden

Als die N-Methylierung von Peptiden in der Natur und
das damit verbundene Potential f�r die Entwicklung neuer
Therapeutika erkannt wurde, entstand rasch das Verlangen
nach einer g�nstigen und effizienten Methode f�r die Syn-
these N-methylierter Peptide.[108]

N-Methylaminos�uren unterlagen anf�nglich der leichten
Racemisierung unter sauren oder basischen Bedingungen.[109]

Daher mussten neue, racemisierungsfreie Methoden f�r
deren Synthese entwickelt werden. Unter den effizienten
Methoden f�r die Synthese von N-Methylaminos�uren[110,111]

ist die von Freidinger et al. entwickelte reduktive Spaltung
von 5-Oxazolidinonen die bis heute g�ngigste Methode zur
Synthese enantiomerenreiner N-Methylaminos�uren.[112] Al-
lerdings ist diese Methode f�r seitenkettenfunktionalisierte
Aminos�uren wie Trp, His oder Cys nicht geeignet. Es hat
sich herausgestellt, dass hier die katalysierte N-Alkylierung

Abbildung 8. a) Aktivierung der Aminos�ure durch die A-Dom�ne. b) Bildung des
Thioesters durch den Transfer der aktivierten Aminos�ure an den Cofaktor ppan.
An dieser Stelle kçnnen N-Methylierung und andere Modifikationen erfolgen.
c) Bildung der Peptidbindung und Verl�ngerung. Abdruck mit Genehmigung aus
Lit. [105], Copyright 2005 American Chemical Society.
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von o-Nitrobenzolsulfonamid(o-NBS)-gesch�tzten a-Ami-
nogruppen mit Dimethylsulfat als Methylierungsreagens
Abhilfe schaffen kann.[113] Die Mitsunobu-Reaktion bedient
sich einer ausgereifteren Variante dieser Methode, die so weit
optimiert wurde, dass man alle mçglichen N-Methylamino-
s�uren in Lçsung[114] oder an der Festphase[115, 116] erhalten
kann.

Um ein N-methyliertes Analogon einer bestimmten
peptidischen Leitstruktur oder bioaktiven Substanz mit be-
stimmten pharmakologischen Eigenschaften zu erhalten,
kann man entweder auf einen „Bibliotheks-Ansatz“ zur�ck-
greifen, bei dem alle mçglichen N-methylierten Derivate der
aktiven Sequenz synthetisiert werden, oder ein struktur-
basiertes rationales Design f�r die N-Methylierung ausge-
w�hlter Peptidbindungen heranziehen, falls strukturbezogene
Informationen �ber die bioaktive Konformation vorhanden
sind. Unabh�ngig von der Wahl der Methode, ist eine schnelle
und effiziente N-Methylierung von Nçten. Obwohl die oben
erw�hnten Methoden N-methylierte Aminos�uren in guter
Ausbeute liefern, besteht die grçßte Herausforderung darin,
diese zu einem vollst�ndigen Peptid zusammenzusetzen. Die
Kupplung an sterisch anspruchsvolle N-methylierte Amino-
s�uren ist kritisch und h�ufig erfolglos. Sie f�hrten zudem oft
zu Epimerisierung, Diketopiperazinbildung bei der darauf-
folgenden Fmoc-Entsch�tzung[117] oder dem Verlust von
Peptidsegmenten w�hrend der Abspaltung vom Harz,[118]

woraus oft schlechte Ausbeuten des Peptids resultieren. Aus
diesem Grund werden die Kupplungen an der Festphase zwei-
oder dreifach entweder mit Triphosgen,[119] 1-[Bis(dimethyl-
amino)methylen]-1H-1,2,3-triazolo-[4,5-b]pyridinhexafluoro-
phosphat-3-oxid (HATU)/1-Hydroxy-7-azabenzotriazol
(HOAt), (7-Azabenzotriazol-1-yloxy)-tris(pyrrolidino)phos-
phoniumhexafluorophosphat (PyAOP) oder PyBOP, immer
mit einem exzessivem �berschuss der Aminos�ure, durch-
gef�hrt.[117] K�rzlich haben Albericio et al. die bessere Effi-
zienz von zwei vergleichsweise g�nstigen Reagentien, (1-

Cyano-2-ethoxy-2-oxoethylidenaminooxy)dimethylamino-
morpholinocarbeniumhexafluorophosphat (COMU) und
Ethyl(hydroxyimino)cyanoacetat (Oxyma), bei der Kupplung
von N-methylierten Aminos�uren im Vergleich zu HATU
und HOAt beschrieben. Es ist nicht unwesentlich, dass sich
COMU und Oxyma als nichtexplosiv im Gegensatz zu HOAt
erwiesen haben. Die Effizienz dieser Reagentien wurde bei
der Synthese eines cyclischen, hochgradig N-methylierten
Peptids ausgenutzt, dessen Cyclisierung �ber eine sterisch
gehinderte N-methylierten Aminos�ureseitenkette gelungen
ist (Abbildung 9 a).[120] Die Ausbeuten bei der Cyclisierung
von Peptiden mit N-methylierten Peptidbindungen sind oft
hçher als bei nichtmethylierten Peptiden, da durch die N-
Methylierung ein gewisser Anteil an cis-Peptidbindungen
(Induktion von Schleifen, siehe unten) vorherrscht, der die N-
und C-Termini n�her zueinander hinf�hrt.

Die Zweckm�ßigkeit von N-methylierten Peptiden hat
reges Interesse f�r die Entwicklung neuer Ans�tze zu ihrer
Synthese geweckt.[123] Danishefsky et al. zeigten erst k�rzlich
eine elegante epimerisierungsfreie Isonitrilkupplung (Abbil-
dung 9b) f�r N-methylierte Peptide, wobei diese Methode f�r
die Synthese von Cyclosporin A eingesetzt wurde. Letzteres
wurde in m�ßigen Ausbeuten von 54% erhalten.[121]

6. Ribosomale Synthese von N-methylierten Pepti-
den

Als Alternative zu der m�hsamen Synthese von N-me-
thylierten Peptiden haben Szostak et al. (unter dem Vorha-
ben, kombinatorische Bibliotheken von N-methylierten
Peptiden zu erhalten) ein In-vitro-Translationssystem vorge-
schlagen, das aus aufgereinigten rekombinanten Faktoren
von Escherichia coli besteht. Mit dieser eleganten und zu-
gleich einfachen Methode, in der das Translationssystem von
E. coli mit chemisch synthetisierter N-methylierter Amino-

Abbildung 9. a) Cyclisierung von hoch N-methylierten Peptiden an der sterisch gehinderten N-methylierten Seitenkette.[120] b) Isonitrilkupplung zur
Erhaltung eines N-methylierten Dipeptids �ber die Bildung von N-Thioformamid.[121] c) Biokompatible N-Methylierung zur Erhaltung von N-Me-
thylaminoacyl-tRNA.[122]
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acyl-tRNA (Abbildung 9c und 10) kombiniert wird, konnte
ein dreifach N-methyliertes Peptid synthetisiert werden.[124]

Eines der besten Beispiele ist die Methode von Suga et al., bei
der ein �hnlicher Ansatz wie jener von Szostak et al. verfolgt
wurde, jedoch mit dem Einsatz eines Ribozyms genannt
Flexizyme,[125] um die nicht-kanonischen Aminoacyl-tRNAs
bereitzustellen. Erst k�rzlich beschrieben die Autoren den
signifikanten Vorteil ihrer In-vitro-Translationsmaschinerie,
indem sie diese mit einer In-vitro-Technik f�r die Selektion
aus einer De-novo-Bibliothek eines gegen die Ubiquitinligase
wirksamen makrocyclischen, N-methylierten Peptids kombi-
niert haben.[126] Damit wurde gezeigt, dass es mçglich ist,
makrocyclische N-methylierte kombinatorische Bibliotheken
zu generieren, um das Potential N-methylierter Peptide in der
Interaktion mit neuen Protein-Protein-Wechselwirkungen zu
analysieren. Diese ribosomale Synthese ist jedoch momentan
nicht auf alle Aminos�uren anwendbar (z.B. nicht auf gela-
dene oder b-verzweigte Seitenketten), und die Ausbeuten
sind im Vergleich zur chemischen Synthese gering. Trotzdem
erlaubt diese Methode die Untersuchung von Strukturen, die
bei Bedarf dann auf andere Weise in grçßerer Menge her-
gestellt werden kçnnen.

7. Prolin als „Mimetikum der N-Methylierung“ in
Proteinen

Prolin nimmt durch seine cyclische Struktur eine einzigar-
tige Rolle unter den ribosomal codierten Aminos�uren ein und
ist oft in Schleifenstrukturen von Proteinen vorhanden.[127] Die
F�higkeit von terti�ren Amidbindungen, zu erheblichen
Mengen auch die cis-Konformation einzunehmen (siehe Ab-
schnitt 8), wird von Proteinen durch den Einbau eines Prolins
(nicht durch eine N-methylierte Aminos�ure) umgesetzt. Viele
Peptidbindungen an der N-terminalen Seite der Proline in
Proteinen sind cis-konfiguriert, wobei die cis-trans-Isomeri-
sierung als Regulationselement von Funktionen verwendet
werden kann.[128,129] Des Weiteren hat Prolin einen konforma-
tiv �hnlichen Einfluss auf Peptide wie N-methylierte Amino-
s�uren (siehe unten).[130] Umgekehrt kçnnen Prolin enthal-
tende, bioaktive Peptide durch den synthetischen Einbau von
N-methylierten Aminos�uren modifiziert werden.

8. Einfluss der N-Methylierung auf Peptide

8.1. Konformative Ver�nderungen

Peptide sind im Allgemeinen durch die niedrigen Rota-
tionsbarrieren der zwei Bindungen neben der Peptidbindung
(Diederwinkel f zwischen N und Ca und Winkel y zwischen
Ca und CO) sehr flexibel. Sterische Effekte, sowie konfor-

Abbildung 10. Schematische Darstellung des ribosomalen Einbaus von N-Methylaminos�uren in Peptide. Die tRNA wird mit der gew�nschten N-
methylierten Amins�ure beladen und dann anstelle der entsprechenden nat�rlichen Aminos�ure und Aminoacyl-tRNA-Synthetase (AARS) zum In-
vitro-Translationssystem zugegeben. Die Aminos�uren und AARS f�r die weiteren Aminos�uren des gew�nschten Peptids sind ebenfalls im Trans-
lationssystem vorhanden. Abdruck mit Genehmigung aus Lit. [124], Copyright 2008 American Chemical Society.
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mative Rigidit�t als Folge der Ausbildung der Sekund�r-
struktur oder einer Cyclisierung, schr�nken die konformative
Vielfalt stark ein. In der Regel bevorzugen jedoch kleine li-
neare Peptide nicht eine einzige Konformation. In dieser
Hinsicht unterscheiden sich Peptide meist von den „nieder-
molekularen Wirkstoffen“, die weniger rotierbare Bindungen
aufweisen.[131] Konformative Flexibilit�t ist aber �blicher-
weise eine unerw�nschte Eigenschaft von Liganden, da ein
Ensemble von Konformationen durch entropische Effekte zu
niedriger Affinit�t und Selektivit�t f�r Rezeptorsubtypen,
wie z. B. bei Subtypen von G-Protein-gekoppelten Rezepto-
ren (GPCRs), f�hrt. Auf der anderen Seite erlaubt Flexibilit�t
die Adaption verschiedener Formen, wodurch mit einer hç-
heren Wahrscheinlichkeit (niedrig affine) Liganden gefunden
werden kçnnen, die anschließend zu rigideren und selekti-
veren Liganden mit hçherer Affinit�t optimiert werden
kçnnen.

Obwohl die N-Methylierung von Peptidbindungen
Einzug in die Wirkstoffforschung genommen hat, kam der
Untersuchung der Konformation von cyclischen N-methy-
lierten Peptiden weniger Aufmerksamkeit zu. Erstens f�hrt
die N-Methylierung in diesem Zusammenhang zu einem er-
hçhten sterischen Anspruch, der das cis-trans-Gleichgewicht
der N-methylierten Peptidbindung beeinflusst.[132] Zus�tzlich
kçnnen sterische Hinderungen zwischen der N-Methylgruppe
und der Aminos�urenseitenkette die Peptidkonformation
beeintr�chtigen. Dabei bestimmt die N-Methylierung nicht
nur die Konformation der betroffenen Aminos�ure, sondern
auch die der benachbarten Reste[133] und f�hrt daher beson-
ders in cyclischen Peptiden zu erheblichen Ver�nderungen im
Peptidr�ckgrat. Zweitens werden Wasserstoffbr�cken, an
denen eine Peptidbindung beteiligt ist, selbstverst�ndlich
gebrochen, sobald diese N-methyliert sind. Bei kleineren
Peptiden, bei denen intramolekulare Wasserstoffbr�cken
keine wesentliche Rolle spielen, scheint jedoch der sterische
Einfluss zu dominieren. Diese Effekte gelten allerdings nicht
allgemein, da sie auch von der spezifischen Sequenz und
Struktur abh�ngig sind.

Neben der sterischen Hinderung ist die bevorzugte par-
allele Orientierung der CO- (i) und der CH-Bindungsvekto-
ren (i + 1) ein weiterer wichtiger Faktor, der die Peptidkon-
formation bestimmt.[134] Diese Faktoren tragen letztendlich
auch zur Abweichung von den Standardtorsionswinkeln von
b-Faltbl�ttern in N-methylierten Peptiden bei. Es muss be-
achtet werden, dass in kleinen N-methylierten oder nicht N-
methylierten Cyclopeptiden die Ausbildung zu Schleifen viel
mehr durch die Chiralit�t der entsprechenden Aminos�uren
und deren sterischer Wechselwirkung bestimmt werden
(Abbildung 11), als durch die Mçglichkeit zur Bildung intra-
molekularer Wasserstoffbr�cken.[135]

Studien unserer Gruppe an cyclischen Alaninpenta- und
Alaninhexapeptiden haben nicht nur geholfen, das Verhalten
der Peptidr�ckgratkonformation bei N-Methylierung zu ver-
stehen, sondern lieferten auch neue Templatstrukturen,[136,137]

die f�r das r�umliche Screening von bioaktiven Peptiden
verwendet werden kçnnen.[138] Bei diesem Konzept wird die
bioaktive Aminos�urensequenz, der „Pharmakophor“,
Schritt f�r Schritt in jede Position eines gegebenen Templats
eingef�hrt und durch anschließende Bestimmung der biolo-

gischen Aktivit�t die optimale Konformation des Liganden
identifiziert. Das wesentliche Ergebnis dieser Studie war der
stabilisierende Effekt der N-methylierten d-Aminos�ure auf
die R�ckgratkonformation von cyclischen Peptiden. Dies
wurde sp�ter auch durch McAlpine et al. best�tigt,[139] die die
N�tzlichkeit dieser Methode beim rationalen Design von N-
methylierten Sansalvamid-A-Analoga, die wirksamer als be-
reits auf dem Markt vorhandene Wirkstoffe bei der Be-
handlung wirkstoffresistenter kolorektaler Karzinome waren,
gezeigt haben.[140]

Die Relevanz von sterischen Effekten bei der Bestim-
mung der Konformation und des cis/trans-Gleichgewichts
wird beim Vergleich der Konformationen der drei Peptide
c(-RGDfK-), c(-RGDfNMeK-) und c(-RGDfNMeV-) (Ci-
lengitid) deutlich. Wie erwartet, weist das nicht N-methylierte
Stammpeptid ausschließlich die all-trans-Konformation auf.
Die Einf�hrung der N-Methylierung am Lysinrest f�hrt zu
einer 15-proz. Population der N-methylierten cis-Peptidbin-
dung, w�hrend im Fall von Cilengitid mit NMeVal als sterisch
anspruchsvollere, b-verzweigte Aminos�ure keine cis-Pep-
tidbindung zu beobachten war.[141] Des Weiteren wurde ge-
zeigt, dass N-methylierte Reste in bestimmten Positionen
einen �hnlichen konformativen Einfluss auf das Cyclopep-
tidr�ckgrat wie Prolin haben kçnnen.[130] Dies ist allerdings
nicht allgemein g�ltig.

8.2. Unterbinden von Wasserstoffbr�cken

Wir haben bereits zuvor erw�hnt, dass die N-Methylie-
rung durch Substitution von NH-Gruppen, die an Wasser-
stoffbr�cken beteiligt sind, mit NCH3-Gruppen zur Verhin-
derung der Aggregation von Peptiden zu b-Faltbl�ttern (Fi-
brillenbildung) verwendet werden kann.[98–102] Dieser Effekt
wurde auch von Ghadiri et al. bei der Inhibierung der Na-
norçhrenbildung durch cyclische d,l-Peptide genutzt. Die
fortlaufend wechselnde Orientierung der Amidbindung nach
oben und nach unten f�hrt in diesen Peptiden zu einer Sta-
pelung, die durch N-Methylierung jeder zweiten Amidbin-
dung unterdr�ckt werden kann (Abbildung 12).[142–144]

Abbildung 11. a) Ein Ausschnitt aus der Konformation von cyclo(-NMe-
d-Ala1-Ala2-Ala3-Ala4-Ala5-) zeigt erlaubte (blau) und unerlaubte Berei-
che (rot), wo eine N-Methylgruppe eingef�hrt werden kann, ohne die
Bildung einer cis-Peptidbindung zu induzieren. b) Die gemeinsame
Darstellung der verschiedenen N-methylierten Analoga von cyclo(-d-
Ala-l-Ala4-) zeigt �hnliche Strukturelemente. Das Umklappen der Ala4-
Ala5-Peptidbindung durch gemeinsame Rotation der anliegenden f-
und y-Bindungen kann der N-Methylierung zugeschrieben werden und
ermçglicht die sterische Passform der N-Methylgruppe.
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8.3. Rezeptorsubtypenselektvit�t

Im Laufe der Evolution f�hrte die Differenzierung von
Rezeptoren in Subtypen durch geeignete Selektion von Mu-
tanten h�ufig zur Erkennung von unterschiedlichen Konfor-
mationen der Liganden. Flexible (lineare) Peptide kçnnen
sich �blicherweise an all diese Rezeptoren anpassen, was oft
zu �ußerst kleinen Unterschieden in den Bindungsaffinit�ten
an die Subtypen f�hrt. Unterschiedliche Affinit�ten f�r ver-
schiedene Rezeptorsubtypen lassen sich h�ufig durch Postu-
lieren von weiteren Bindungsstellen („exosites“) erkl�ren.
Oft binden diese Subtypen die Liganden jedoch in unter-
schiedlichen Konformationen. Die Zug�nglichkeit von jenen
Konformationen durch verschiedene Liganden kçnnte auch
die Pr�ferenz der Subtypen bestimmen. Geeignete konfor-
mative Einschr�nkung durch Cyclisierung, Einbau von star-
ren nichtpeptidischen Fragmenten (Peptidomimetika)[145]

oder N-Methylierung (Abbildung 13) kçnnen zu superakti-
ven und -selektiven Liganden f�r bestimmte Rezeptorsub-
typen f�hren.[146–148] Die RGD-Zelladh�sionssequenz[149] ist
daf�r ein repr�sentatives Beispiel: Das Glycin in der Mitte ist
ein typischer Rest, der die Rolle einer d- oder l-Aminos�ure
einnehmen kann und wird von der Natur als flexibles Element
verwendet. Einschr�nkung der Konformation dieser Peptid-
sequenz in cyclischen Peptiden f�hrte zu hoher Selektivit�t
zwischen den Integrinsubtypen avb3, avb5 oder a5b1 ge-
gen�ber dem Blutpl�ttchenintegrin aIIbb3.[74, 150] Gleichzeitig
wurde eine d-Aminos�ure eingebaut, um eine bestimmte
R�ckgrat-Konformation zu bevorzugen. Schließlich f�hrte
durch die N-Methylierung der Wirkstoffkandidat Cilengitid
entwickelt.[73, 77]

Die N-Methylierung f�hrte so zur Selektivit�t f�r einen
bestimmten Rezeptorsubtyp.[146–148] Dies ist eine wichtige
Voraussetzung f�r biologische Untersuchungen der Signal-
wege.

8.4. Orale Bioverf�gbarkeit und Zellpermeabilit�t

Der erfolgreiche �bergang von In-vitro- zu In-vivo- oder
zellul�ren Studien im Zusammenhang mit der biologischen
Reaktion auf ein N-methyliertes Peptid h�ngt von der Ver-

f�gbarkeit einer ausreichenden Menge des Peptids am Zielort
ab. Daher m�ssen die ausgew�hlten N-methylierten Peptide
nicht nur die Barriere biologischer Membranen �berwinden,
sondern auch ausreichende Stabilit�t gegen den metaboli-
schen Abbau aufweisen. Obwohl oft die N-Methylierung zu-
sammen mit der Cyclisierung und/oder dem Einbau von d-
Aminos�uren den Peptiden metabolische Stabilit�t gegen
enzymatischen Abbau verleiht, ist ihr Einfluss auf die zellu-
l�re und intestinale Permeabilit�t der Peptide nicht vollst�n-
dig gekl�rt. Zwei Mechanismen, n�mlich der parazellul�re[151]

und der transzellul�re[152] (passiv, vermittelt durch Mem-
brantransporter und vesikul�r), agieren synergistisch beim
Transport von Peptiden durch das intestinale Epithel. Auf der
anderen Seite vermindern Effluxpumpen,[153] wie z. B.
MDR 1, die intrazellul�re Anreicherung oder den transzel-
lul�ren Durchfluss von einer Vielzahl an Wirkstoffen ein-
schließlich Peptiden, wodurch die Prognose �ber die Ver�n-
derung der zellul�ren Permeabilit�t durch N-Methylierung
erschwert wird. Dennoch liefern neue Studien mit N-methy-
lierten Cyclopeptiden eindeutige Hinweise, dass die N-Me-
thylierung die intestinale Permeabilit�t von Peptiden
erhçht,[154–156] was zu einer besseren oralen Bioverf�gbarkeit
f�hrt. Es wurde gezeigt, dass die Erhçhung der Permeabilit�t
von N-methylierten Peptiden von ihrer F�higkeit, Wasser-
stoffbr�cken bilden zu kçnnen, und der Konformation, Grçße
und Ladung beeinflusst wird.[157–159] Lokey et al. haben oral
bioverf�gbare Template von Cyclopeptiden identifiziert, die
nahezu ausschließlich sehr lipophile Aminos�uren beinhalten
und klar definierte Schleifenmotive mit internen Wasser-
stoffbr�cken und extern orientierten (lçsungsmittelexpo-
nierten) N-methylierten Peptidbindungen aufweisen. Diese
Beobachtung suggeriert, dass jene Parameter entscheidende

Abbildung 12. Schematische Darstellung der selektiven Organisation
von dimeren N-methylierten Cyclopeptiden. Die N-Methylierung ver-
hindert die Assoziation von weiteren Cyclopeptiden auf jeder Seite des
Dimers durch Blockade der Bildung von Wasserstoffbr�cken. Die olefi-
nischen Seitenketten wurden f�r weitere chemische Modifikationen
eingef�hrt. Abdruck mit Genehmigung aus Lit. [144].

Abbildung 13. Schematische Darstellung des Einflusses der N-Methy-
lierung von cyclischen Peptiden auf die Rezeptorsubtypenselektivit�t.
A, B, C und D repr�sentieren Rezeptorsubtypen. Einschr�nkung der
konformativen Freiheit von Cyclopeptiden �ber sterische Blockade der
konformativen Umwandlung erlaubt ausschließlich die Bindung an Re-
zeptorsubtyp A.
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Stellschrauben f�r die Erhçhung der Bioverf�gbarkeit von
Peptiden durch Versteifung der Konformation des Cyclo-
peptidr�ckgrats sind.[160] Es bekr�ftigt zudem unsere fr�heren
Studien, in denen wir �hnliche Templatstrukturen (mit ver-
�nderten physikochemischen Eigenschaften) mit akzeptabler
oraler Bioverf�gbarkeit und erhçhter intestinaler Permeabi-
lit�t beobachten konnten.[161] In diesen Untersuchungen
haben wir erfolgreich ein biologisch aktives Peptid in ein
dreifach N-methyliertes Derivat �berf�hrt, das seine Aktivi-
t�t f�r zwei Somatostatinrezeptorsubtypen fast vollst�ndig
erhalten konnte und zudem gegen proteolytischen Abbau in
Serum und Darm best�ndig war. Des Weiteren zeigte das N-
methylierte Analogon eine orale Verf�gbarkeit von 10% in
Ratten. Bei diesem scheinbar geringen Prozentsatz sollte man
im Auge behalten, dass mehrere auf dem Markt erh�ltliche
Medikamente eine orale Bioverf�gbarkeit in diesem Bereich
aufweisen.

K�rzlich haben wir in einer Modellstudie mit einer Bi-
bliothek von N-methylierten cyclischen Alaninpeptiden die
Bedeutung einer bevorzugten R�ckgratkonformation durch
N-Methylierung f�r die Erhçhung der intestinalen Permea-
bilit�t des Cyclopeptids gezeigt.[156] Obwohl der eigentliche
Transportmechanismus der hoch permeablen, N-methylierten
Peptide nicht gekl�rt werden konnte, wurden zwei entschei-
dende Schleifenstrukturen ausfindig gemacht, welche f�r den
schnellen Transport der Peptide durch die Caco-2-Membran
verantwortlich sind (Abbildung 14). Zudem scheint der

Effekt der Minimierung der Polarit�t eines Peptids durch N-
Methylierung �bersch�tzt zu sein, da wir darin gescheitert
sind, eine Korrelation zwischen der abnehmenden Polarit�t
und der steigenden Anzahl der N-Methylierungen zu
finden.[156] Es ist durchaus erw�hnenswert, dass das zuvor
beschriebene Cyclopeptid Cyclosporin A, das zu 19% oral
verf�gbar ist, eine klar definierte Schleifenstruktur mit seinen
extern orientieren, lçsungsmittelexponierten, N-methylierten

Amidbindungen aufweist, wobei dieses Muster in mehreren
Alaninpeptiden vorhanden war, die Caco-2-permeabel
waren. Diese Studien zeigen zum ersten Mal die Relevanz
einer definierten R�ckgratkonformation f�r die Caco-2-Per-
meabilit�t. Trotzdem muss diese Hypothese auch durch Be-
stimmung der oralen Bioverf�gbarkeit in Tiermodellen ge-
pr�ft werden.

9. Ausblick

Die meisten heutzutage entwickelten peptidischen Wirk-
stoffe zielen auf Rezeptoren ab, die in die Zellmembran
eingebunden sind (z. B. GPCRs, Integrine). In diesem Fall
muss das Peptid n�mlich „lediglich“ die intestinale Barriere
�berwinden und metabolische Stabilit�t w�hrend des
Durchgangs durch die Leber sowie im Blutserum garantieren.
In Konkurrenz zu den Peptiden entwickelte sich ein reges
Interesse an der Entwicklung von niedermolekularen Ver-
bindungen f�r die Blockade von Protein-Protein-Wechsel-
wirkungen[162] oder f�r die Identifizierung von neuen Prote-
inliganden, wie bei strukturbasierten Screenings im Zell-
inneren.[163] Obwohl sich diese Molek�le als großartige
Hilfsmittel zur Untersuchung der Funktionen von Proteinen
in biologischen System erwiesen haben, interagieren die
meisten niedermolekularen Verbindungen aufgrund ihrer
Lipophilie auch mit anderen Biomolek�len.[164] Auf der an-
deren Seite zeigen Peptide mit ihren etwas grçßeren Struk-
turen eine beachtliche Rezeptorselektivit�t. Die N�tzlichkeit
von Peptiden in chemisch-genetischen Screenings[165] ist
jedoch aufgrund ihrer mangelnden Zellpermeabilit�t limi-
tiert. Obwohl dies allgemein f�r Peptide gilt, rufen einige
zuvor beschriebene, nat�rliche N-methylierte Peptide erst
dann einen bestimmten Ph�notyp hervor, sobald sie die
Zellmembran durchlaufen haben oder zytoplasmatische und/
oder nukleoplasmatische Verteilung aufweisen, wobei es sich
um einen weiteren kritischen Parameter beim Aufsp�ren von
intrazellul�ren Zielstrukturen mit Peptiden handelt.[166] Es
bedarf noch weiterer Studien, um den Mechanismus der
Aufnahme und den Einfluss der N-Methylierung auf die zel-
lul�re Permeabilit�t begreifen zu kçnnen. Es handelt sich
dabei um ein Problem, das f�r die Verwendbarkeit von N-
methylierten Peptiden in vollem Umfang gelçst werden muss.
Peptide galten zwar lange Zeit als attraktive Kandidaten f�r
das Design von Liganden f�r extrazellul�re Rezeptoren, ihre
Anwendbarkeit als Wirkstoffe war jedoch aufgrund ihrer
unvorteilhaften pharmakokinetischen Eigenschaften stets
begrenzt. Auf der anderen Seite zeigte die N-Methylierung,
als einfache Modifikation des Peptidr�ckgrats, ihren Vorteil
im Verbessern der pharmakokinetischen Eigenschaften von
nat�rlichen Peptiden, was die N-Methylierung als vielver-
sprechendes Mittel in der zuk�nftigen Wirkstoffentwicklung
erscheinen l�sst. Obwohl der Fortschritt in der „omics“-For-
schung die Mçglichkeit zur Untersuchung einer Vielzahl von
Protein-Protein-, Protein-DNA- und Protein-RNA-Wechsel-
wirkungen mit sich gebracht hat, ist die Anzahl neuer Ver-
bindungen als Wirkstoffe stark gesunken, was die Entwick-
lung von neuen Molek�len f�r die Erweiterung des existie-
renden chemischen Raums nçtig macht. Daher bieten Pep-

Abbildung 14. a) Konformation des oral bioverf�gbaren Somatostatin-
Analogons cyclo(-NMe-d-Trp-NMeLys-Thr-NMePhe-Pro-Phe-). b) Kon-
formation des hoch Caco-2-permeablen N-methylierten cyclischen Ala-
ninpeptids cyclo(-NMe-d-Ala-NMeAla-Ala-NMeAla-NMeAla-Ala-).
c) Konformation von Cyclosporin A. Die strukturelle �hnlichkeit in den
Schleifen aller drei N-methylierter Cyclopeptide ist klar zu erkennen.
Die Wasserstoffatome sind zum besseren Verst�ndnis nicht darge-
stellt. Die zwei entscheidenden Schleifen sind jeweils hervorgehoben.
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tide mit ihren einzigartigen konformativen Eigenschaften und
ihrer funktionellen Vielfalt, die zudem durch N-Methylie-
rung, Cyclisierung und den Einbau von nichtnat�rlichen
Aminos�uren erweitert werden kann, eine einzigartige
Mçglichkeit, den bioaktiven und wirkstoff�hnlichen Raum
auszudehnen.

Wir danken Prof. Luis Moroder und Dr. Carlos Mas-Moruno
f�r hilfreiche Kommentare beim Korrekturlesen dieses Ma-
nuskripts.
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