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Das humane MALT1 (mucosa-associated lymphoid tissue
lymphoma translocation protein 1) ist fiir die Viabilitdt, Ak-
tivierung und Proliferation von B- und T-Lymphozyten nach
Antigen-Stimulation iiber den kanonischen NF-kB-Signalweg
verantwortlich."! MALT1 ist konstitutiv mit dem BCL10-
Protein assoziiert und bildet nach Aktivierung von CARMAL
(CARD-containing membrane-associated guanylate kinase
protein 1), CARMA3 oder CARD9 (caspase-recruitment-
domain-containing protein 9) den CBM-Komplex.”! In dem
aktivierten CBM-Komplex ist MALT1 an der Rekrutierung
von Proteinen der Signaltransduktion wie TNF (tumor ne-
crosis factor), TRAF6 (receptor-associated factor 6), TAK1
[transforming growth factor (TGF)-B-activated kinase] und
der regulatorischen Untereinheit NEMO (NF-kB essential
modulator) des IKK-Komplexes (inhibitor of transcription
factor NF-kB (IkB) kinase)®! beteiligt und unterstiitzt somit
die IKK-Aktivierung."! Neben dieser Proteinnetzwerk-bil-
denden Funktion besitzt MALT1 eine proteolytische Aktivi-
tit, welche fiir die optimale Aktivierung der T-Zellen essen-
tiell ist.”! Eine Prozessierung der MALT1-Substrate BCL10,
A20, CYLD und RelB resultiert in verstdrkter Aktivierung
von NF-kB und JNK (c-Jun N-terminal kinase) und kon-
trolliert die T-Zellen-Adhésion.P**® Zwei Studien zeigen,
dass MALT1 durch Ligandenbindung und Dimerisierung der
Paracaspasedomine in einen aktiven Zustand iibergeht.]
Hingegen fiihrt eine spontane Dimerisierung von MALT1
invitro zu einer proteolytisch inaktiven Konformation.
Folglich ist eine zusétzliche strukturelle Umordnung fiir die
Aktivierung der proteolytischen Funktion notwendig, welche

unter anderem durch Monoubiquitinierung der C-terminalen
Ig3-Domine ausgeldst wird.[>®!

Modifikationen der individuellen Proteine des CBM-
Komplexes stehen im Zusammenhang mit der Entwicklung
verschiedener Lymphome.”! Hierbei ist eine deregulierte
Expression von CARMAL1, BCL10 und MALT1 kritisch fiir
die Viabilitdt von konstitutiv aktivierten B-Zell-Subtypen des
diffusen groBzelligen B-Zell-Lymphoms (ABC-DLBCL).!"”
Eine konstitutive MALT1-Aktivitdt ist ein hdufiges Merkmal
dieser ABC-DLBCL-Zellen. Dariiber hinaus zeigen zwei
weitere Studien, dass MALT1 eine wichtige Rolle in der
frihen Phase der experimentellen autoimmunen Enzepha-
lomyelitis spielt — eine der humanen multiplen Sklerose
dhnliche Erkrankung des zentralen Nervensystems bei
Miusen."'! MALT1 konnte demnach ein interessantes the-
rapeutisches Ziel fiir die Behandlung von multipler Sklerose
sein.!’l Deshalb besteht ein Interesse an der Entwicklung von
niedermolekularen Verbindungen, die spezifisch MALT1 in-
hibieren, was einen vielversprechenden neuen Ansatz in der
Behandlung von MALT-Lymphomen, ABC-DLBCL und
multipler Sklerose darstellt.l°<]

Kiirzlich wurden verschiedene Phenothiazine als Inhibi-
toren fir MALT1 identifiziert, die selektiv toxisch gegen
ABC-DLBCL-Zellen invitro und invivo wirken." Die
Molekiile Mepazin, Thioridazin und Promazin haben eine
lange klinische Vorgeschichte als Antipsychotika.'¥ Bisher
war der Inhibierungsmechanismus dieser Substanzen unge-
klart. Ein detailliertes Verstdndnis der Inhibitor-MALT1-In-
teraktion ist jedoch essentiell fiir eine Optimierung der Effi-
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zienz und Selektivitdt dieser Molekiile fiir den therapeuti-
schen Einsatz.

Hier beschreiben wir die Kristallstruktur von humanem
MALT1, bestehend aus der Paracaspase und der C-termina-
len Ig3-Doméne in Komplex mit dem tricyclischen Pheno-
thiazin-Derivat Thioridazin. Die Struktur zeigt den Inhibitor
an einer unerwarteten Position gegeniiber des aktiven Zen-
trums der Protease zwischen der Paracaspase und der Ig3-
Domiéne-verbindenden Helix aly; (Abbildung 1a). Diese
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Abbildung 1. Thioridazin bindet an einer allosterischen Position zwi-
schen der Paracaspase und der die Ig3-Domine verbindende Helix
allg3." a) Uberlagerung der MALT1¢,q, g5-Struktur gebunden an das
hex-LRSR-Peptid (hellblau) mit der Thioridazin-gebunden Struktur
(gold). Das biologisch relevante Dimer ist auf der linken Seite grau
dargestellt. b) Die Konformationsanderungen von Helix aC, aD und
der (-Faltblitter 3A und 3B werden durch Thioridazin sterisch verhin-
dert. c) Detaillierte Darstellung der hydrophoben Bindungstasche mit
den Thioridazin-interagierenden Aminosauren in Stabdarstellung. Die
finale 2Fo-Fc-Elektronendichte (konturiert bei 1 0) des Liganden ist in
violett und die anomale Elektronendichte in gelb dargestellt (konturiert
bei 2.2 0).

weit vom aktiven Zentrum entfernte allosterische Bindungs-
stelle erkldart warum Phenothiazin-Derivate als nichtkompe-
titive, reversible Inhibitoren wirken."! Eine Uberlagerung
des enzymatisch aktiven MALT1,, 1,3 Konstruktes im an das
Substrat (hex-LRSR-AOMK) gebundenen Zustand (unver-
offentlichte Daten) mit der Thioridazin-gebundenen Struktur
zeigt, dass die Bindung des Inhibitors zwischen den Helices
aly,; und aC die Konformationsédnderung zu einem proteo-
lytisch aktiven Enzym verhindert. Diese Konformationsin-
derung wird auch als zweiter Aktivierungsschritt von MALT1
bezeichnet.™ Dabei ist neben der Liganden-induzierten
Umlagerung der Loops im aktiven Zentrum hauptséchlich die
Verschiebung der Helices aC, aD und der p-Faltblitter 3A
und 3B essentiell, um das Enzym in die proteolytisch aktive
Konformation zu iiberfithren (Abbildung 1b). Diese Bewe-
gung der Helices wird durch das gebundene Thioridazin
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verhindert, sodass die entscheidende Umlagerung nicht
stattfinden kann (Abbildung 1b). Eine detaillierte Analyse
der Interaktionsstelle zeigt, dass das tricyclische Ringsystem
in einer hydrophoben Tasche bestehend aus den Aminosiu-
ren A394, F398, L401 in Helix aC und L346, V344 und V381
in den p-Faltblittern 1 und 2 bindet (Abbildung 1c¢). Die
Orientierung des 2-Methylthiophenothiazin-Rings konnte
tiber die Position des Schwefelatoms festgelegt werden. Dazu
wurde ein Datensatz bei einer Wellenléinge von 1.9 A aufge-
nommen und das anomale Signal des Schwefelatoms gemes-
sen (Abbildung 1c¢).

Durch die Bindung des Inhibitors wird die Seitenkette
von Tryptophan W580 in Helix aly,; aus der hydrophoben
Tasche in die umgebende Losung exponiert, was zu einer
deutlichen Verlagerung der Helix al,y; fiihrt (Abbildung 2a).
Diese Rotation fithrt zu einer erhohten Flexibilitdt der ge-
samten Ig3-Domaine (Abbildung 1a). Um den Mechanismus
der Inhibition von MALT1 durch verschiedene Phenothiazin-
Verbindungen in Losung nachzuweisen, wurde ein Trypto-
phan-Fluoreszenzloschungs-Versuch entwickelt. Dabei war es
von groBem Vorteil, dass W580 das einzige Tryptophan in
dem verwendeten MALT 1, 1,3-Konstrukt ist.

Die Tryptophan-Fluoreszenz des MALTc,g.1,3-Mono-
mers wurde bei steigender Konzentration von Thioridazin
aufgenommen (Abbildung 2). Um zu bestitigen, dass die
Titration von Thioridazin keinen Effekt auf die Proteinfal-
tung von MALT1,,,; unter den gegebenen Bedingungen
hat, wurden Circulardichroismus-Spektren aufgenommen
(Abbildung 1 in den Hintergrundinformationen). Die Bin-
dungskonstanten wurden durch Auftragung der Fluores-
zenzloschung des Tryptophans W580 gegen die Konzentrati-
on des Inhibitors unter Beriicksichtigung von einer Bin-
dungsstelle berechnet. Das dquivalente Experiment wurde
mit Mepazin durchgefiihrt, wobei vergleichbare Ergebnisse
erzielt wurden (Abbildung 2¢); diese deuten auf einen uni-
versellen Inhibierungsmechanismus verschiedener Pheno-
thiazin-Derivate hin. Als Negativkontrolle fiir den Trypto-
phan-Fluoreszenzloschungs-Versuch wurde das Phenothiazin
Promethazin verwendet (Abbildung 2d), das eine signifikant
groere Bindungskonstante zeigt, die mit der geringen inhi-
bitorischen Wirkung in vivo korreliert.l”!

Mithilfe der Struktur des Thioridazin-MALT1-Komplexes
kann man gut die Wirkung der verschiedenen Phenothiazin-
Modifikationen auf die inhibitorische Effizienz erkldren, die
bei Nagel et al. bestimmt wurde.'” Einerseits besitzt das
Phenothiazin-Ringsystem eine optimale GroBe fiir die hy-
drophobe Tasche und nur geringfiigige Anderungen werden
toleriert. Andererseits ist die Wasserstoffbriickenbindung
zwischen dem N-Methylpiperidin-Stickstoff von Thioridazin
und der Glutaminsidure-Seitenkette von E397 fir die
MALT1-Erkennung verantwortlich (Abbildung2a), da das
Phenothiazin-Riickgrat alleine nur ein sehr schlechter
MALT1-Inhibitor ist. Alle Derivate mit einem Piperidyl-
Ringsystem oder einem Stickstoff an gleicher Position wie der
Piperidyl-Stickstoff zeigten einen vergleichbaren inhibitori-
schen Effekt.®! Modifikationen wie Keto- oder Hexyl-
Gruppen in der Alkyl-Kette verschlechterten die ICs,-Werte
bis zu zehnfach.'® Daraus kann man schlussfolgern, dass das
tricyclische Ringsystem und die Methylpiperidyl-Gruppe eine
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Abbildung 2. Die MALT1-Mutante E397A wird sowohl von Mepazin als
auch von Thioridazin schwicher inhibiert. a) Detaillierte Darstellung
der W580-Verlagerung und Interaktion von Thioridazin mit E397. Die
Thioridazin-gebundene Struktur ist in gold und die Liganden-freie
MALT1-Struktur in grau dargestellt (pdb code: 3V55)."" b—d) Trypto-
phan-Fluoreszenzloschungs-Titrationsstudie des MALT1¢,,.,; Wildtyp-
Proteins und der E397A-Mutante unter Verwendung von Thioridazin,
Mepazin und als Negativkontrolle Promethazin. e) Die proteolytische
Aktivitdt des Wildtyp-Proteins von MALT1 und der E397A-Mutante wird
durch den peptidbasierten MALT1-Inhibitor Z-VRPR-FMK inhibiert. Die
Daten bestitigen, dass die E397A-Mutation keinen Einfluss auf die en-
zymatische Aktivitat hat. f-h) Der MALT1-Aktivititsassay wurde mit
dem Wildtyp und der E397A-Mutante von GST-MALT 1355760
(GST =Glutathion-S-Transferase) nach Inkubation mit Mepazin, Thiori-
dazin und Promethazin durchgefiihrt.

wichtige Rolle in der Molekiilerkennung spielen. Zum
Nachweis des Einflusses von Glutaminsdure E397 auf die
Thioridazin-Bindung und zur weiteren Verifizierung des In-
hibierungsmechanismus wurde die E397A-Mutante hinsicht-
lich des inhibitorischen Effekts von unterschiedlichen Phe-
nothiazin-Derivaten in vitro und in vivo getestet. Mithilfe des
MALTI1-Aktivitdtsassays wurde die korrekte Faltung der
Mutante in vitro bestitigt (Abbildung 2e). Um das inhibito-
rische Potenzial zu vergleichen, wurden die 1C5-Werte von
Thioridazin, Mepazin und Promethazin mit dem Wildtyp und
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der E397A-Mutante von GST-MALT 13,54, bestimmt (Ab-
bildung 1 f-h). Beide Molekiile mit einem Piperidyl-Ring-
system als Seitenkette (Thioridazin und Mepazin) zeigten ein
geringeres inhibitorisches Potenzial gegeniiber der E397A-
Mutante im Vergleich zum Wildtyp GST-MALT13,5.,4,. Hin-
gegen zeigte die Mutation keinen Einfluss auf den geringen
inhibitorischen Effekt von Promethazin. Diese Ergebnisse
stimmen mit den Tryptophan-Fluoreszenzloschungs-Daten
tiberein und unterstreichen die Rolle von E397 auf die Inhi-
bitor-Bindung und den Einfluss auf das inhibitorische Po-
tenzial dieser Phenothiazin-Derivate in vitro.

Um den Inhibierungsmechanismus in humanen Zellen zu
analysieren wurde die DLBCL-Patienten-Zelllinie HBL-
1 verwendet. Diese wurde mit dem Wildtyp oder der E397A-
Mutante von MALT1 transduziert. Nach der Doxycyclin-in-
duzierten MALT1-Expression wurden die Zellen mit Mepa-
zin oder Thioridazin behandelt und die Viabilitit der Zellen
nach vier Tagen iiberpriift. Die Ergebnisse zeigten, dass beide
Substanzen die Uberlebensfihigkeit der mit dem Wildtyp von
MALT1 transduzierten Zellen reduzieren; hingegen waren
die mit der E397A-Mutante transduzierten HBL-1-Zellen
weitgehend resistent gegen die Behandlung mit Mepazin oder
Thioridazin (Abbildung 3). Die Histogramme der Fluores-
zenz-aktivierten Zellsortierung (FACS) und Western-Blot-
Analysen zeigen, dass der Wildtyp und die E397A-Mutante
von MALT1 nur nach Zugabe von Doxycyclin exprimiert
wurden (Abbildung 2a,b in den Hintergrundinformationen).
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Abbildung 3. HBL-1-Zellen wurden lentiviral mit dem Wildtyp oder der
E397A-Mutante von MALT1 transduziert. Daraufhin wurden die Zellen
mit Mepazin oder Thioridazin inkubiert und die Viabilitit der Zellen
nach vier Tagen festgestellt. Die Daten zeigen, dass Mepazin und
Thioridazin die Uberlebensfahigkeit von Zellen, die den Wildtyp von
MALT1 exprimieren, stark beeintrachtigen. Hingegen weisen die
Zellen, welche die E397A-Mutante exprimieren, eine weitgehende Re-
sistenz gegeniiber den Substanzen auf.

Fine detaillierte Inspektion der Elektronendichte des
Inhibitors ergab, dass lediglich das S-Enantiomer von Thio-
ridazin in der Kristallstruktur gebunden ist (Abbildung 1c).
Dennoch konnte man nicht ausschlieen, dass auch das R-
Enantiomer mit vergleichbarer Affinitdt bindet. Um den
sterischen Einfluss auf die Bindungsaffinitdt und das inhibi-
torische Potenzial zu untersuchen, wurden (R)- und (S)-Me-
pazin und Thioridazin mit optischer Reinheit wie in den
Hintergrundinformationen beschrieben hergestellt und ana-
lysiert. Die (R)- und (S)-Thioridazin-Enantiomere zeigen
dquivalente Bindungsaffinititen und ICs-Werte (Abbil-
dung 4a,c). Im Gegensatz dazu weist (S)-Mepazin eine si-
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gnifikant stidrkere Bindungsaffinitdt und ein bis achtfach ho-
heres inhibitorisches Potenzial als (R)-Mepazin auf (Abbil-
dung 4b,d). Bisher wurde Thioridazin als racemisches Hy-
drochlorid-Salz von 10-[2-(1-Methylpiperidin-2-yl)ethyl]-2-
methylsulfanylphenothiazin fiir die symptomatische Therapie
psychischer Erkrankungen angewandt.'¥ Dennoch wird ver-
mutet, dass der antipsychotische Effekt auf dem (R)-Thiori-
dazin beruht.' Aufgrund der Tatsache, dass (S)-Thioridazin
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jedem Fall fiir Langzeittherapien von Autoimmunkrankhei-
ten oder Allergien notwendig.

Die Identifikation der Thioridazin- und Mepazin-Bin-
dungstasche an dem pharmakologisch interessanten MALT1
und die Aufkldrung des nichtkompetitiven, allosterischen
Mechanismus der MALT1-Inhibition ist fiir die Entwicklung
von Medikamenten gegen MALT1-abhingige Krebs oder
Autoimmunerkrankungen von gro3er Bedeutung.
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Online veréffentlicht am 14. August 2013

Stichworter: Krebs - Inhibitoren - Medizinische Chemie -
Multiple Sklerose - Thioridazin
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Abbildung 4. Die Mepazin-Enantiomere besitzen unterschiedliche inhi-
bitorische Eigenschaften. a,b) Tryptophan-Fluoreszenzléschungs-Assay
mit den R- und S-Enantiomeren von Thioridazin und Mepazin.

¢, d) MALT1-Aktivititsassay mit dem Wildtyp von GST-MALT 1355760
nach Inkubation mit R- oder S-Enantiomer von Thioridazin und Mepa-
zin. Beide Thioridazin-Enantiomere besitzen eine dquivalente inhibito-
rische Eigenschaft gegeniiber MALT1. (S)-Mepazin hingegen inhibiert
starker als das R-Enantiomer.

an MALT1 mit vergleichbarer Affinitdt bindet, konnte die
Verwendung des reinen S-Enantiomers bei der Behandlung
von MALT1-bezogenen Krebs oder Autoimmunkrankheiten
Nebenwirkungen verringern. Die verbesserte Affinitdt von
(S)-Mepazin stellt einen ersten Schritt in Richtung MALT1-
optimierten Phenothiazin-basierten Medikamenten dar.

Seit 1950 sind Thioridazin, Mepazin und andere Pheno-
thiazine im klinischen Einsatz als Antipsychotika mit sedati-
vem Effekt, indem sie als Dopamin-Rezeptor-Antagonisten
wirken." Kiirzlich wurde gezeigt, dass Thioridazin selektiv
toxisch fiir Krebsstammzellen (cancer stem cells — CSCs) ist
und keinen Effekt auf normale humane pluripotente
Stammzellen (hPSC) besitzt. Im Gegensatz zu den MALT1-
abhingigen ABC-DLBCL-Zellen exprimieren CSCs Dop-
amin-Rezeptoren, und Thioridazin beeinflusst das Uberleben
der Krebsstammzellen indem es als Dopamin-Rezeptor-
Antagonist wirkt.'! Die Nebenwirkungen des Dopamin-Re-
zeptor-Antagonismus bei schwerwiegenden MALT1-abhén-
gigen Lymphomen kann bis zu einem gewissen Grad toleriert
werden. Selektivere MALTI1-Inhibitoren sind jedoch in
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