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Sinopsis

La familia EndoG estd compuesta por un grupo de nucleasas no especificas con dominio BRa
de unidn a metal presentes en todos los organismos cuyo genoma ha sido secuenciado,
incluyendo los tripanosomatidos. Sin embargo, a pesar de la ubicuidad de estas proteinas, y
de que su existencia se conoce hace mds de cincuenta afios, todavia no estan claras cuales
son sus funciones en el interior de las células. Una de las que parece estar mejor caracterizada
es la de migrar de la mitocondria al nucleo para degradar el ADN gendmico durante la
apoptosis, funcién que ha sido confirmada para la EndoG de Leishmania infantum (LIEndoG)
por nuestro grupo de investigacién. No obstante, también se ha demostrado que algunos
miembros de esta familia, como por ejemplo los de S. cerevisiae (Nuclp) o C. elegans (CPS-6),
son necesarios para el correcto desarrollo de estos organismos, apuntando hacia un posible
papel dual provida/promuerte para este grupo de enzimas. En este sentido, el trabajo llevado
a cabo en esta tesis nos ha permitido comprobar que LiEndoG, ademas de participar en el
proceso apoptoético de los parasitos, es esencial para su desarrollo y supervivencia, dado que
la reduccidn de su expresidon produce un retraso significativo de su crecimiento y hace que su

infectividad sobre los macréfagos sea mucho menor.

Adicionalmente, nuestro trabajo nos ha permitido identificar varios derivados de la 5'-
tritiltimidina con una potente actividad leishmanicida frente a promastigotes y amastigotes
axénicos de Leishmania infantum, dentro de los cuales destaca la 3’-O-(isoleucilisoleucil)-5’-
0-(3,3,3,-trifenilpropanoil)timidina (compuesto 28) por mostrar una actividad
particularmente potente sobre los amastigotes intracelulares. El tratamiento de los parasitos
con este compuesto produce alteraciones significativas en su potencial de membrana
mitocondrial, causa un aumento en la concentracién de anidén superdxido y cursa con una
disminucion significativa de la degradacion del ADN durante la muerte celular, sugiriendo que
podria tener como diana en L. infantum una proteina mitocondrial involucrada en la
degradacion del ADN durante la muerte celular, ambos requisitos presentes en LiEndoG. Dado
gue los nuevos compuestos generados que tienen actividad leishmanicida son ademas
capaces de inhibir la actividad nucleasa de LiEndoG in vitro, y que el efecto citotdxico
producido sobre los pardsitos por el compuesto Lei49 (compuesto 37) puede ser

contrarrestado cuando se sobreexpresa esta enzima, nuestros resultados apuntan a que



LiEndoG es la diana sobre la que estan actuando los derivados de la 5’-tritiltimidina. Por tanto,
el conjunto de los resultados obtenidos en este trabajo sugiere que la inhibicion de LiEndoG
podria estar produciendo un efecto citotoxico sobre los parasitos, apoyando aiin mas el papel
provida de esta enzima y demostrando el potencial que podria tener como diana terapéutica

para el desarrollo de nuevos farmacos con actividad leishmanicida.

Finalmente, en el laboratorio hemos desarrollado un nuevo modelo molecular para una
LiEndoG dimérica e identificado varios dominios que confieren a esta nucleasa propiedades
practicamente Unicas. El primero de estos dominios estd constituido por una insercion rica en
residuos acidos que, seglin nuestro modelo, se localiza de forma muy préxima al centro activo
de la enzimay en la misma region espacial ocupada por el inhibidor de la EndoG de Drosophila
melanogaster en el cristal DmEndoG/DmEndoGIl. Dado que resultados previos obtenidos en
nuestro laboratorio demostraban que LiEndoG esta inhibida a pHs basicos (8 o superior),
pensamos que este dominio podria estar actuando como un sensor de pHy estar produciendo
la autoinhibicion de la enzima. De hecho, en este trabajo mostramos que la variante de
LiEndoG en la que se ha eliminado esta regién (residuos 145-180) es mucho mas activa que
su homologa silvestre a pHs mayores de siete, por lo que esta regién constituye un dominio
de autoinhibicion que regula la actividad de la enzima en funcién del pH. Adicionalmente,
hemos sido capaces de demostrar que la extensidn del extremo carboxilo terminal de LiEndoG
conforma un dominio que dicta la preferencia que tiene esta enzima por digerir ADN de
cadena sencilla. Finalmente, hemos descubierto que: i) LIEndoG existe como un homodimero
donde cada uno de los dos sitios activos se localizan en lados opuestos de la interfaz de
dimerizacidn; ii) el reemplazo de la Ser211 del motivo SRGH del centro catalitico por el
aspartato canonico de la mayoria de las nucleasas de esta familia da lugar a una enzima
cataliticamente deficiente; y iii) la actividad de la variante S211D puede ser rescatada cuando
se reemplaza de forma simultanea la Ala247 por una arginina. En conjunto, nuestros
resultados apoyan la idea de que LiEndoG es una proteina multidominio cuya actividad
nucleasa puede ser modulada o incluso abolida mediante la introduccién de cambios en su
arquitectura como consecuencia de las condiciones en el ambiente intracelular y la

interaccidn con otras proteinas.
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Introduccion

1.1 Leishmaniasis y particularidades de Leishmania spp.

1.1.1 Definicidn, manifestaciones clinicas y epidemiologia de la enfermedad

El término leishmaniasis agrupa un conjunto de enfermedades causadas por pardsitos
protozoos del género Leishmania, los cuales se transmiten a través de la picadura de insectos
dipteros del género Lutzomyia y Phlebotomus en el Nuevo y Viejo Mundo, respectivamente.
Existen cerca de 20 especies de Leishmania patégenas para los seres humanos que pueden
ser transmitidas por mas de 90 especies diferentes de insectos vectores (1). Estas especies
patdgenas estdn presentes en zonas tropicales y subtropicales de América, Europa, Asia,
Africa e incluso se han detectado casos en Australia (2). La transmision de la enfermedad
presenta dos escenarios fundamentales: a) un ciclo zoondtico, en el que animales silvestres y
domésticos actuan como reservorio del pardsito, incluyéndose en este grupo perros, gatos,
roedores, monos o marsupiales, y b) un ciclo antroponético, presente principalmente en la

India y Sudan, en el que el hombre es la Unica fuente de infeccion para el insecto vector (3).

La leishmaniasis presenta un amplio espectro de manifestaciones clinicas, yendo desde
manifestaciones cutaneas que cicatrizan espontaneamente hasta infecciones viscerales de
gravedad que pueden llegar a causar la muerte de los pacientes. La forma en la que se va a
manifestar la enfermedad en cada caso estara determinada por la interaccién de todos los
agentes involucrados en el desarrollo de la misma, es decir, de las caracteristicas del parasito
causante de la infeccidon, del vector que haya transmitido la enfermedad y de la reaccién
inmune producida en el organismo hospedador como respuesta a la infeccién (4). De forma

general, se reconocen tres tipos de manifestaciones clinicas en la leishmaniasis (1,4-6)

- Leishmaniasis cutdnea (LC) es la forma mas comun y menos grave de la enfermedad.
Inicia con el desarrollo de una papula en el sitio de la picadura del insecto vector que
generalmente crece de tamafio y termina ulcerandose. Cabe destacar que, si bien este
tipo de manifestacion no suele conllevar gravedad, las lesiones suelen producirse en
zonas de la piel expuestas como son la cara, el cuello y las extremidades, por lo que
pueden conducir a la estigmatizacion social y a efectos psicolégicos sobre los

pacientes infectados. Existen también variaciones de la enfermedad como la



leishmaniasis cutanea difusa (LCD), con lesiones diseminadas en cara, pies y manos
gue abarcan grandes extensiones de la piel.

- Leishmaniasis mucocutanea (LMC) ocurre meses e incluso afios después del inicio de
la LC como resultado de la diseminacion de los parasitos y de una respuesta
inmunitaria hiperactiva frente a estos. Esta manifestacién de la enfermedad se
caracteriza por la destruccidon extensiva de las mucosas de la nariz, boca y regién
rinofaringea, pudiendo llegar a producir la perforacién del tabique nasal y la
inflamacién de la faringe y laringe hasta incluso llegar a ocasionar su obstruccidn. Las
lesiones mucocutaneas, ademas de producir una desfiguracién notable, incrementan
el riesgo de infecciones secundarias y pueden llegar a imposibilitar la ingesta de
alimentos, lo que lleva a un aumento significativo de la mortalidad.

- Leishmaniasis visceral (LV), también conocida como kala-azar, es la forma mas grave
de la enfermedad y se caracteriza por producir fiebre, pérdida de peso,
hepatoesplenomegalia, linfoadenopatia, pancitopenia e hipergammaglobulinemia. La
LV generalmente cursa de modo crénico y puede ser mortal sin tratamiento.
Adicionalmente, tras la recuperacidn, algunos pacientes pueden desarrollar una forma
cronica de LC denominada “leishmaniasis dérmica post kala-azar” (LDPK), que

habitualmente requiere tratamientos largos y costosos (7).

El tropismo del parasito por determinados érganos o tejidos depende tanto de la especie
causante de la infeccién como del estado inmune del mamifero hospedador. Por ejemplo, se
ha visto que la coinfeccidén de Leishmania y el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH)
incrementa en un factor de entre 100 y 2000 veces el riesgo de desarrollar LV en zonas
endémicas para VIH. Asi mismo, la infeccidon por VIH esta relacionada con una menor
respuesta al tratamiento e incrementa la posibilidad de recidivas. Por su parte, la propia LV
promueve la progresién clinica del VIH, produciendo que se desarrollen las condiciones que
definen el sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) (8). De forma semejante, en los
ultimos afios se ha visto aumentado el nUmero de individuos inmunodeprimidos por causas
diferentes al VIH que han desarrollado LV. La gran mayoria de estos individuos son pacientes
trasplantados o pacientes reumatoldgicos, hematolégicos u oncoldgicos que han sido

sometidos a tratamientos inmunosupresores. Estos tratamientos obstaculizan el control



inmunoldgico de la LV y promueven la reactivacion de una infeccion latente o la imposibilidad

de controlar una nueva infeccién (9).

La leishmaniasis presenta una distribucion global con importantes focos de infeccion en
Centro y Suramérica, el sur de Europa, Africa, Oriente Medio y la India, representando un
problema de salud publica principalmente en paises en via de desarrollo. Segun datos de la
Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS), en 2018 esta enfermedad era endémica en regiones
tropicales y subtropicales de casi 100 paises en todo el mundo (Figura 1) (10) y se estima que
cada afio se producen entre 0.7 y 1 millén de nuevos casos, con una mortalidad asociada de
entre 26 mil y 65 mil personas anualmente (11). Estas cifras destacan la importancia de la
enfermedad como problema de salud publica no solo en paises en vias de desarrollo, sino
también en paises desarrollados. Ademas, se trata de una enfermedad dindmica cuya
incidencia se ve afectada por cambios medioambientales, desplazamientos masivos de
poblacién desencadenados por conflictos geopoliticos, asi como por el calentamiento global
qgue afecta a la ecologia y distribucién del insecto vector (12), por lo que tanto su distribucién
como su incidencia pueden verse afectados durante los préximos afios. Adicionalmente, hay
gue tener en cuenta que los datos oficiales subestiman la incidencia real de la enfermedad
debido a que en muchos paises la leishmaniasis no es una enfermedad de notificacion
obligatoria y a que se trata de una enfermedad infradiagnosticada, especialmente en zonas

rurales con dificil acceso a servicios médicos (1).

Afortunadamente, la incidencia global de la LV ha disminuido sustancialmente en la pasada
década, pasando de 200-400 mil nuevos casos en 2012 a 50-90 mil en 2017. De todos los casos
reportados a la OMS, mas del 95% se concentran en Bangladesh, Brasil, China, Etiopia, India,
Kenia, Nepal, Somalia, Sudan y Sudan del Sur. Por su parte, para la LC y LMC, la OMS estima
una incidencia anual de entre 0.6 y 1 milléon de casos al afio, los cuales se concentran en

Afganistan, Argelia, Brasil, Colombia, Iran, Iraq y Siria (4,11).



Created with mopcharnet:

Figura 1. Representacion de los paises endémicos para leishmaniasis cutanea (amarillo), visceral (azul) o
cutanea y visceral (verde). Datos de la OMS basados en los casos reportados en 2018. Mapa creado con
mapchart.net.

En Espafia, tanto la LC como la LV son zoonosis endémicas, siendo la principal especie pardsita
causante de ambas formas de la enfermedad L. infantum. Su principal reservorio es el perro,
aunque también pueden serlo gatos, roedores y otras especies silvestres como linces, lobos,
y liebres. Los flebdtomos Phlebotomus permiciosus y Phlebotomus ariasi, responsables de la
transmisidn de L. infantum en nuestro pais, se encuentran distribuidos por todo el territorio
peninsular, por lo que el riesgo de infeccién esta presente en cualquier area en la que haya
circulado el pardsito (13,14). Desde el afio 1997 la leishmaniasis es una Enfermedad de
Declaracién Obligatoria (EDO) sujeta a vigilancia epidemioldgica en Espafia. Los primeros
reportes obtenidos a partir de esa fecha mostraban una incidencia de unos 15-25 casos
anuales, sin embargo, entre 2009 y 2013, se reportaron mas de 400 casos, la mayoria de ellos
repartidos entre las localidades de Fuenlabrada y Leganés, suponiendo el brote de
leishmaniasis mds grande del que se tenga conocimiento en Espafia y en Europa (14,15). En
la actualidad, este brote se encuentra controlado y, segun el ultimo informe anual de
resultados de Vigilancia Epidemioldgica de las enfermedades infecciosas, en 2016 se
comunicaron 197 casos de leishmaniasis en Espafia, siendo 4 de estos casos importados de

Africa. Madrid fue la Comunidad Auténoma con mayor niimero de casos notificados (66),



seguida de Baleares (36) y Catalufia (35), estando solo exentas de notificacién seis

Comunidades Autonomas (16).

1.1.2 Generalidades de Leishmania spp., morfologia y ciclo de vida

El género Leishmania pertenece a la familia de los parasitos protozoos Trypanosomatidae,
ubicada dentro del orden Kinetoplastida. Dicho orden debe su nombre a la presencia de una
sola mitocondria que se extiende a lo largo del pardsito y cuyo ADN crea una estructura Unica
situada préxima al cuerpo basal del flagelo denominada kinetoplasto (17). La familia
Trypanosomatidae incluye, ademdas de Leishmania, otros organismos parasitos como
Trypanosoma cruzi, causante de la enfermedad de Chagas, o Trypanosoma brucei, causante

de la enfermedad del suefio.

Dentro del género Leishmania se diferencian los subgéneros Leishmania (Leishmania) y
Leishmania (Vianna), clasificando las distintas especies de parasitos en funcién de si proliferan
en la regidn suprapildrica o perpilérica del tracto digestivo del flebétomo, respectivamente

(2,18).

Los parasitos del género Leishmania presentan un ciclo de vida dimdrfico, alternando entre
la forma promastigote en el insecto vector, y la forma amastigote cuando esta en el
hospedador mamifero. La diferenciacién de Leishmania a cada una de estas formas es
resultado de la adaptacion de los parasitos a las diferentes condiciones ambientales con las

gue se encuentra al alojarse en sus distintos hospedadores (invertebrado y mamifero).

Morfolégicamente, los promastigotes presentan un cuerpo celular alargado de un tamano
comprendido entre 5-15 um de longitud y un flagelo anterior largo y mévil que se extiende
fuera del bolsillo flagelar. Este flagelo proporciona a los parasitos la fuerza propulsora
necesaria para su desplazamiento a través del tracto digestivo del insecto (Figura 2A). En
cuanto a los amastigotes, presentan un cuerpo celular de forma ovalada o redondeada con
un tamafio de unos 2-4 um de longitud y un flagelo corto e inmdévil (Figura 2B). Si bien es
cierto que existen diferencias morfolégicas significativas entre los estados promastigote y
amastigote, ambos conservan varios elementos de la arquitectura celular basica como son el
nucleo, organulos de copia Unica como el aparato de Golgi y la mitocondria que se extiende

hasta la regidén anterior del nucleo; y el flagelo, que se extiende desde el cuerpo basal del



parasito. En la base del flagelo se encuentra ademas el bolsillo flagelar, una invaginacién de
la membrana celular que constituye el uUnico sitio de endocitosis y exocitosis en estos

parasitos (19,20) (Figura 2A y 2B).

Aparato de Golgi Bolsillo

Acidocalcisoma\ flagelar
\ Flagelo
i 3 = »

Glicosoma
Axonema

Megasoma \(

Flagelo ___

Axonema

Aparato de Golgi Baston a0
paraflagelar B
Kinetoplasto Bolsillo
Nucleo o i ;
Acidocalcisoma ! s Kinetoplasto
Cuerpo basal

Mitocondria

-

““'\/ Reticulo
endoplasmatico

Inclusiones lipidicas

Mitocondria

Tubo
multivesicular

-

-\ Reticulo

endoplasmatico

: Inclusiones -
Glicosoma Nucleo

1pm —tm____lipidicas

Figura 2. Morfologia de las formas A) promastigote y B) amastigote de Leishmania spp. Imagenes adaptadas
de (19).

El ciclo de transmisidn de la enfermedad comienza cuando un fleb6tomo hembra se alimenta
de la sangre de un mamifero infectado, ingiriendo con ello macrofagos parasitados con la
forma amastigote de Leishmania (Figura 3.1). Estos amastigotes van a ser liberados del
macrofago rdpidamente (Figura 3.2 y 3.3) y se van a diferenciar a promastigotes prociclicos
(Figura 3.4), estando esta diferenciacién propiciada por cambios en las condiciones del
entorno como la disminucién de la temperatura y el aumento del pH. Esta forma del parasito
es poco infecciosa para el mamifero, tiene poca motilidad y es altamente replicativa. Los
promastigotes prociclicos van a replicarse en el interior de la matriz peritrofica (Figura 3.5),
estructura formada por una malla de quitina y proteinas secretadas por las células epiteliales
del intestino que encierra la sangre que esta siendo digerida en la parte posterior del intestino

del insecto vector.

Pasados unos pocos dias, los promastigotes prociclicos disminuyen su capacidad replicativa y

se diferencian a una forma elongada, con un flagelo alargado y mucha motilidad denominada

10



promastigote nectomonado. Los promastigotes nectomonados van a escapar de la matriz
peritréfica y van a comenzar a desplazarse hacia la parte anterior del intestino del insecto.
Estos promastigotes tienen ademas la capacidad de insertarse en las microvellosidades del
epitelio intestinal a través de su flagelo, evitando con ello ser eliminados por los movimientos
peristalticos del intestino. Se ha visto que este proceso de adhesién estd facilitado por
remodelaciones estructurales del glucoconjugado de superficie lipofosfoglicano (LPG) y su

interaccidn con proteinas del epitelio intestinal.

Una vez que estos protozoos alcanzan el intestino medio, se van a diferenciar a promastigotes
leptomonados, los cuales vuelven a ser altamente replicativos y van a producir una infeccién
masiva del intestino medio anterior (Figura 3.6). Los promastigotes leptomonados son
ademas los responsables de la produccidn del “gel secretado por promastigotes” (GSP). Este
gel juega un papel fundamental en la transmisiéon al hospedador mamifero, puesto que
produce que el insecto vector tenga que regurgitarlo durante la ingesta de sangre, inoculando

los parasitos embebidos en él al hospedador.

Finalmente, algunos de los leptomonados se diferencian a su forma final conocida como
promastigote metaciclico (Figura 3.7). Los promastigotes metaciclicos tienen un tamafio de
15-20 um x 1.5-3.5 um y un flagelo de 15-25 um, son altamente infectivos en mamiferos y se
distribuyen tanto en la parte anterior del intestino del insecto como en su aparato picador. El
proceso completo de transformacién de los promastigotes prociclicos a promastigotes
metaciclicos se conoce con el nombre de metaciclogénesis. En ella, ademas de los cambios
morfoldgicos anteriormente descritos, tienen lugar una serie de trasformaciones bioquimicas
y moleculares como son la remodelacién de los glucolipidos de membrana, siendo las mas
estudiadas las remodelaciones del LPG y la expresidn de proteinas de membrana especificas
del estado promastigote, como la metaloproteasa gp63, también conocida como
leishmanolisina. Cuando el flebdtomo se alimenta de nuevo de sangre (Figura 3.8), deposita
la forma metaciclica del parasito en el interior de la piel (Figura 3.9), dandole continuidad al

ciclo de transmision de la infeccién (21-25).
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Desarrollo en el insecto vector

Desarrollo en el hospedador vertebrado

Figura 3. Ciclo de vida de Leishmania spp. El ciclo de vida comienza cuando un flebétomo hembra se alimenta
de un mamifero infectado (1). Los amastigotes contenidos en los macréfagos son liberados en el insecto (2). Los
amastigotes (3) se diferencian a promastigotes prociclicos (4), forma altamente replicativa que se multiplica en
la matriz peritrofica (5). Los parasitos migran a la parte anterior del intestino donde reinician su replicacién (6),
colonizando el tracto digestivo del insecto. Finalmente, los parasitos se diferencian a promastigotes metaciclicos
(7), forma infectiva del parasito. El fleb6tomo hembra se alimenta de un nuevo mamifero hospedador (8) e
inocula los promastigotes metaciclicos via regurgitacion (9). Estos promastigotes son fagocitados por células
fagociticas del organismo hospedador (10) donde se diferencian a amastigotes (11) dentro la vacuola
parasitéfora (12) y se multiplican (13). La replicacidn intracelular de los amastigotes (14) culmina con la ruptura
de los macréfagos (15) y la consecuente liberacion de los amastigotes contenidos en los mismos (16), infectando
asi nuevas células (17), lo que lleva a la propagacion y establecimiento de la enfermedad. En la parte central de
la imagen se representan algunos de los reservorios mamiferos mas importantes en el ciclo de vida del parasito.
Imagen adaptada de (19).

En el interior del hospedador mamifero, Leishmania es un patégeno intracelular obligado a
vivir en el interior de las células fagociticas (Figura 3.10), por lo que ha desarrollado diferentes
estrategias encaminadas a evadir la respuesta del sistema inmune del hospedador. Las
moléculas de superficie de Leishmania LPG y gp63 que hemos mencionado anteriormente

juegan un papel importante en este proceso, ya que ambas actian bloqueando la lisis
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mediada por el complemento (26,27). Mas concretamente, la metaloproteasa gp63 va a
procesar la proteina del complemento C3b, dando lugar a la forma inactiva iC3b que no es
capaz de llevar a cabo la lisis, pero si conserva la capacidad de opsonizar a los parasitos,
marcandolos como diana para las células fagociticas y favoreciendo su internalizacién en sus
células hospedadoras. Por su parte, la mayor longitud del LPG en los promastigotes

metaciclicos previene la unién de las subunidades C5b-C9 (28,29).

Adicionalmente, se ha demostrado que la presencia de promastigotes apoptdticos en el
indculo es necesaria para que la infeccidon concluya con éxito (30). Bien es sabido que la
exposicion de fosfatidilserina (PS) en la cara externa de las células apoptdticas promueve su
internalizacion en los fagocitos para su limpieza (31). Ademas, la fagocitosis mediada por el
reconocimiento de PS estimula la produccién del factor TGF-B por parte de los macréfagos,
citoquina que actua inhibiendo la respuesta inflamatoria (32). De esta forma, la inoculacién
de parasitos apoptéticos que exponen PS en su membrana hace que se active este mecanismo
de fagocitosis, evitando la respuesta inflamatoria y favoreciendo la supervivencia de otros

promastigotes no apoptdticos fagocitados por la misma célula (30).

Los neutrdfilos son los primeros en fagocitar a los promastigotes metaciclicos y actian como
células hospedadoras intermediarias en las cuales los pardsitos permanecen sin replicarse
(33). De hecho, se ha propuesto que Leishmania utiliza a los neutréfilos como un “caballo de
Troya” para entrar silenciosamente en los macréfagos, ya que estos reconocen la exposicidon
de PS por parte de los neutrdfilos que han entrado en apoptosis tras internalizar al parasito y
los fagocitan (34). Una vez dentro del macréfago, los promastigotes se van a ubicar en el
interior la vacuola parasitéfora (Figura 3.11), donde el aumento de temperatura a 32-37°C
(en funcidn de si se trata de una infeccidn cutanea o visceral) y la acidificaciéon del medio (pH
4.5-5.5) va a producir que se diferencien a amastigotes intracelulares (Figura 3.12)(35). Ya en
el interior del macréfago, los amastigotes comenzaran a replicarse (Figura 3.13 y 3.14) y, tras
varios dias desde el inicio de la infeccidn, causardn la lisis de la célula hospedadora y la
consiguiente liberacién de los amastigotes al exterior celular (Figuras 3.15 y 3.16). Estos
amastigotes seran incorporados por nuevas células fagociticas, extendiéndose asi la infeccion

(Figura 3.17).

Finalmente, cuando un mosquito se alimenta de la sangre de un hospedador mamifero

infectado, se lleva consigo los amastigotes alojados en los macréfagos de la piel, cerrdndose
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asi el ciclo de vida de este parasito. En funcion del lugar donde el parasito se establezca y
multiplique, se desarrollaran las distintas formas clinicas de la enfermedad. Cuando ocurre en
la dermis se desarrollara LC; si es en el higado y el bazo LV y si migran a la mucosa orofaringea

se desarrollara LMC.

1.1.3 Particularidades bioguimicas, celulares y moleculares de Leishmania

1.1.3.1 Organizacién gendmica y regulacién de la expresion génica

A pesar de que, como hemos visto, existe gran variabilidad en cuanto a patogenicidad y
tropismo celular entre las diferentes especies del género Leishmania, todas ellas presentan
una estructura genédmica muy similar con un alto grado de conservacion en contenido y orden
de los genes (sintenia). Los genomas de las especies del Viejo Mundo (L. major, L. donovani,
L. infantum) presentan 36 cromosomas, mientras que las especies del Nuevo Mundo
presentan 34 (L. mexicana) o 35 cromosomas (L. braziliensis) (36). Durante muchos afios se
creyd que el genoma de estos protozoos era estrictamente diploide, pero se ha demostrado
gue Leishmania presenta lo que se ha denominado aneuploidia mosaico, una caracteristica
particular de estos pardsitos por la cual cada célula de una poblacion puede presentar distinto
numero de copias de uno o mas cromosomas. Se ha propuesto que la presencia de esta
plasticidad genética en Leishmania le dota de una poderosa estrategia para adaptarse a las
condiciones cambiantes del entorno y para el desarrollo de resistencia a los medicamentos

(37).

El andlisis de los genomas de diferentes especies de Leishmania ha permitido identificar cerca
8300 genes que codifican proteinas y unos 900 genes que codifican ARNs. De los genes que
codifican proteinas, solo el 35% tienen asignada una funcidn bioldgica en base a
caracterizaciones experimentales (3.7%) o a la similitud de su secuencia con proteinas de
funcién conocida en otros organismos (31.5%). Ademads, estos genomas se caracterizan por
presentar una elevada densidad génica y un elevado contenido en G+C tanto en regiones

codificantes (62.5%) como no codificantes (57.3%) (38).

En Leishmania, los genes codificantes se organizan en largas secuencias policistrénicas que
pueden alcanzar los cientos de genes y cuya funcidn habitualmente no esta relacionada entre

si. Estas regiones policistrénicas pueden ser divergentes, cuando el sentido de la transcripcién
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es hacia los teldmeros; o convergentes, cuando el sentido de la transcripcion es desde los
teldmeros. La transcripcion se inicia a partir de una regién switch desde donde la ARN

polimerasa Il inicia su actividad de forma bidireccional (38).

El ARN policistrénico generado tras la transcripcidn va a sufrir un proceso de trans-splicing y
poliadenilacién que culminard con la generacién de los correspondientes ARN mensajeros
(ARNm) maduros preparados para su traduccién. Estos ARNm maduros contienen una
secuencia de 39 nucleétidos denominada secuencia del mini-exdn o spliced leader en su
extremo 5’ y una cola de poliadeninas en su extremo 3’. Cabe sefalar que la secuencia del
mini-exdn se situa a solo 30-100 nucledtidos corriente arriba del codén iniciador ATG, por lo
las regiones no transcritas o UTRs (del inglés, untranslated regions) son relativamente cortas

en los tripanosomatidos (39).

Dada la organizacién policistrdnica de los genes codificantes de proteinas, y la ausencia de
promotores especificos para la ARN polimerasa I, la expresién génica en Leishmania estd
regulada principalmente por el numero de copias génicas, el procesamiento
postranscripcional del ARN policistronico, la tasa de degradacién de los ARNm vy la eficiencia

de su traduccion (39).

1.1.3.2 Mitocondriay kinetoplasto

A diferencia de los cientos o miles de mitocondrias que podemos encontrar en la mayoria de
las células eucariotas, los tripanosomatidos contienen una Unica mitocondria, haciendo que
su correcto funcionamiento sea vital para la supervivencia del parasito. Esto ha propiciado
gue en los ultimos anos haya aumentado el interés en este organulo como posible diana
terapéutica. La mitocondria de Leishmania se extiende a lo largo de todo el cuerpo del
parasito (Figura 4) y, dependiendo de las condiciones ambientales y los recursos nutricionales

disponibles, puede llegar a ocupar hasta el 12% del volumen celular (40).

Como ya mencionamos anteriormente en esta introduccion, los organismos del orden
Kinetoplastida deben su nombre a la presencia en su mitocondria de una regién especializada
que contiene el ADN mitocondrial (ADNmt) denominada kinetoplasto. En el parasito, el

kinetoplasto se localiza préximo al cuerpo basal del flagelo (Figura 4), siendo su posicién
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relativa respecto al nucleo un factor importante para determinar la fase del ciclo celular en la

que se encuentra.

Contraste de fases Mitotracker DAPI Superposicion

Figura 4. Imagen de microscopia de promastigotes de L. infantum sometidos a tinciones de su mitocondria
(Mitotracker Red) y acidos nucleicos (DAPI). El Mitotracker marca de forma especifica la mitocondria, mediante
su utilizacidn puede visualizarse una Unica mitocondria que se extiende a lo largo del cuerpo celular de los
promastigotes. El DAPI (4 ',6-diamidino-2-fenilindol) se une a regiones enriquecidas en adenina y timina
marcando el ADN, permitiendo visualizar tanto el nucleo (N) como el kinetoplasto (K) de los pardsitos. Por ultimo,
la superposicion de las sefiales de fluorescencia del Mitotracker y el DAPI permite visualizar la posicidn relativa
del ndcleo, el kinetoplasto y la mitocondria en el cuerpo celular del promastigote. (Imagenes originales
obtenidas en nuestro laboratorio).

El ADN del kinetoplasto (ADNk), representa aproximadamente el 30% del ADN celular total y
estd constituido por miles de moléculas circulares entrelazadas formando una red unica.
Existen dos tipos de estructuras de ADN circular en el kinetoplasto: los minicirculos, que
tipicamente tienen un tamafio de 0.5 a 10 kb (dependiendo de la especie) y de los que hay
entre 2.000 y 10.000 unidades; y los maxicirculos, cuyo tamano oscila entre las 20 y 40 kb y
de los cuales solo hay unas 20-25 copias idénticas. Estos maxicirculos son andlogos al ADNmt
de eucariotas superiores y codifican ARNs ribosomales (ARNr) y algunas proteinas de la
cadena respiratoria mitocondrial. Por su parte, los minicirculos son heterogéneos en su
secuencia de nucleétidos y codifican ARNs guia que participan en el proceso de edicién de

ARN transcrito de los maxicirculos para dar lugar a ARN funcionales (17).

1.1.3.3 Glicosomas y acidocalcisomas

Los organismos pertenecientes al orden Kinetoplastida poseen unos organulos globulares con
una unica membrana lipidica denominados glicosomas (41). Los glicosomas son peroxisomas
modificados que contienen la mayor parte de las enzimas involucradas en las rutas glucolitica

y gluconeogénica, asi como enzimas implicadas en otros procesos celulares como la ruta de
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las pentosas fosfato, la beta-oxidacion de acidos grasos, la proteccion frente al estrés
oxidativo, la sintesis de pirimidinas y la recuperacidn de purinas. La cantidad de glicosomas
presentes en una misma célula y su contenido enzimatico varia tanto segun la especie de
tripanosomatido como, dentro de una misma especie, segun la disponibilidad de nutrientes y

de las distintas necesidades energéticas durante su ciclo de vida (42).

Otros organulos caracteristicos de los tripanosomatidos son los acidocalcisomas. Estos
organulos, similares a los lisosomas, se caracterizan por tener un pH acido y altas
concentraciones de fosfatos y cationes de sodio, potasio, magnesio, zinc, calcio y hierro. Entre
las funciones descritas para los acidocalcisomas estan el almacenamiento de compuestos de
alta energia, calcio y otros cationes, asi como la regulaciéon osmética y del pH intracelular.
Adicionalmente, al tratarse de la principal fuente de almacenamiento de Ca?* intracelular,
estd implicado en los procesos de sefializacidon por calcio, fundamentales para la adaptacion

a los cambios ambientales y durante el proceso de invasidn de la célula hospedadora (43,44).

1.1.3.4 Metabolismo

Como hemos comentado anteriormente en esta introduccién, Leishmania presenta un ciclo
de vida dimérfico en el que alterna entre el estado amastigote intracelular en el mamifero
hospedador y el estado promastigote en el interior del insecto vector. Esta situacién hace que
los parasitos se enfrenten a situaciones cambiantes de disponibilidad de recursos energéticos,
pH, concentracidon de O, y CO, y ambiente redox, por lo que deben poseer distintas vias
metabdlicas que les permitan adaptarse y sobrevivir a las mismas. A continuacién, se
describen brevemente algunas de las particularidades del metabolismo de Leishmania spp.

(45).
- Metabolismo de los carbohidratos

Leishmania expresa en todos sus estadios las enzimas necesarias para la glucélisis y la via de
las pentosas fosfato, las cuales utiliza para la generacion de energia y equivalentes de
reduccion, y la generacion de precursores para la sintesis de ADN y ARN, respectivamente.
Como hemos mencionado, muchas de estas enzimas estan parcial o totalmente secuestradas
en el interior del glicosoma, siendo el principal organulo implicado en el metabolismo de

carbohidratos. Es en el interior de este organulo donde se inicia la glucdlisis llegando hasta
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la formacion de 3-fosfo-glicerato, el cual es liberado al citoplasma para ser transformado a

piruvato con la consiguiente formacion de ATP a partir de ADP (45).
- Ciclo de Krebs y respiracién mitocondrial

La mitocondria de Leishmania contiene todos los componentes necesarios cadena
respiratoria mitocondrial funcional, estando sus proteinas codificadas tanto en genes

nucleares como mitocondriales.

La respiracién mitocondrial parece ser importante para todos los estadios de Leishmania.
Cuando la biodisponibilidad de glucosa es alta, el piruvato producto de la glucdlisis es
transportado a la mitocondria y oxidado a CO, con la consiguiente obtencién de energia. La
dependencia del ciclo de Krebs en los amastigotes es aun mayor, dado que en los estadios
intracelulares, a pesar de que la biodisponibilidad de glucosa es baja, hay concentraciones
relativamente altas de aminoacidos y lipidos que pueden ser catabolizados a Acetil-CoA para

iniciar el ciclo de Krebs (45).
- Almacenamiento de energia

Leishmania utiliza un Unico oligosacdrido de reserva denominado mandan formado por
cadenas lineales de B-1,2-manosa. El manan se sintetiza en el citoplasma y se acumula en los
promastigotes. También se ha comprobado que el mandn se acumula en amastigotes
intracelulares, indicando que las fuentes de carbono no son limitantes en el fagosoma del

macrofago (45).

En cuanto al almacenamiento de energia a largo plazo, al igual que en otros protistas y
metazoos, Leishmania emplea lipidos de reserva. Los dacidos grasos, que pueden ser
sintetizados de novo o recogidos del medio extracelular, son incorporados en moléculas de
triacilglicerol que seran posteriormente almacenadas en cuerpos lipidicos. En ausencia de
nutrientes, estos acidos grasos son liberados y catabolizados por B-oxidacion en los

glicosomas y la mitocondria (45).
- Biosintesis de lipidos

El genoma de Leishmania codifica la maquinaria de la acido graso sintetasa tipo Il. Sin
embargo, esta via parece no ser la principal responsable de la sintesis de acidos grasos de

novo en tripanosomatidos. En su lugar, existe una familia de B-cetoacil-CoA sintetasas o
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elongasas que parecen ser las principales encargadas de la biosintesis de acidos grasos.
Adicionalmente, estos pardsitos son capaces de sintetizar esfingolipidos de novo por una via
iniciada por la serinpalmitoiltransferasa. Curiosamente, esta enzima solo se expresa en los
promastigotes, por lo que los amastigotes tienen que obtener los esfingolipidos del

hospedador (45).
- Metabolismo de aminoacidos

Los promastigotes y amastigotes de Leishmania pueden utilizar los aminodcidos como su
fuente principal o Unica de carbono en ausencia de carbohidratos. De hecho, existen estudios
gue sugieren que el catabolismo de aminoacidos es importante para la proliferacion de los

amastigotes en el fagolisosoma del macréfago (45).

Recuperacion y sintesis de nucledtidos

Los parasitos del género Leishmania son auxdtrofos para purinas, puesto que no poseen las
enzimas necesarias para su sintesis de novo. Los promastigotes expresan nucleotidasas y
nucleasas que median la degradacion de nucleétidos y acidos nucleicos extracelulares,
ademas de transportadores de membrana que permiten la posterior incorporacién de
nucledsidos de purina y pirimidina al interior celular. Adicionalmente, se cree que los
amastigotes expresan transportadores de membrana adicionales o alternativos que permiten

también la incorporacidn de nucleobases de purina y uracilo (45).

Estos parasitos, ademds de incorporar nucledsidos de pirimidina del medio extracelular,
tienen la maquinaria enzimatica necesaria para su sintesis de novo. La sintesis de pirimidina
se lleva a cabo a partir de glutamato, bicarbonato y aspartato y transcurre entre el citoplasma

y el glicosoma, donde tienen lugar los dos ultimos pasos de la ruta biosintética (45).
- Vitaminas y cofactores

Leishmania es auxdtrofa para varias vitaminas y cofactores por lo que tienen que ser
obtenidas del medio. Entre estos compuestos encontramos: acido félico, biopterina, acido

pantoneico, piridoxina, biotina, tiamina, riboflavina, acido nicotinico y cianocobalamina (45).
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- Sistema redox

Los tripanosomatidos sintetizan glutation, glutationil-espermidina, tripanotién y ovotiol,
cuatro tioles de bajo peso molecular que conjuntamente forman un sistema redox Unico de
tripanosomatidos. De todos ellos, el tripanotion es el mas abundante dentro de la célula, por
lo que debe permanecer en un estado reducido, presentando una concentracién
aproximadamente constante durante todas las fases de desarrollo del parasito. Ademas del
papel fundamental que tiene el tripanotion en el mantenimiento del equilibrio redox de estos
pardsitos, también se ha descrito que actia como donante de equivalentes de reduccion para

algunas enzimas (45).

1.1.4 Tratamiento farmacoldgico de la leishmaniasis

Antes de adentrarnos en las estrategias terapéuticas que existen en la actualidad para el
tratamiento de la leishmaniasis, es importante resefiar que durante los Ultimos anos se han
ido implementado diversas estrategias para tratar de impedir el ciclo de transmisién de la
enfermedad y controlar asi su propagacién. Estas estrategias se han centrado principalmente
en el control del insecto vector mediante la utilizacién de insecticidas y en la vigilancia
epidemioldgica de los animales reservorios de la enfermedad. No obstante, la falta de
continuidad de estas medidas solo ha sido capaz de producir resultados a corto plazo que, si
bien resultaron prometedores, no han sido suficientes para controlar la enfermedad (46).
Adicionalmente, durante los Ultimos afios se han hecho grandes esfuerzos de investigacion
para intentar desarrollar vacunas eficaces para humanos mediante el empleo de parasitos
modificados genéticamente o muertos, extractos antigénicos y antigenos recombinantes.
Lamentablemente, hasta la fecha, estas vacunas solo han mostrado una eficacia parcial en
ensayos clinicos, por lo que de momento no existe una vacuna eficaz y segura que ofrezca
una alta inmunogenicidad y capacidad protectora y pueda ser empleada para la profilaxis de
la leishmaniasis en humanos (47). Por su parte, desde 2004 se han aprobado cuatro vacunas
para combatir la leishmaniasis canina, dos en Brasil, Leishmune® y Leish-Tec®; y otras dos en
Europa, CanilLeish® y LetiFend®. A pesar de que los resultados de los ensayos clinicos iniciales
eran alentadores, después varios anos de comercializacidon existen bastantes dudas sobre la
eficacia y efectividad de estas vacunas. De hecho, la licencia de comercializaciéon de

Leishmune® fue retirada en 2014 por el Ministerio de Agricultura de Brasil tras la falta de
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efectividad demostrada en ensayos clinicos fase lll. Adicionalmente, los uUltimos estudios
realizados con las tres vacunas cuyo uso continla autorizado ponen en entredicho su utilidad
para el control de la leishmaniasis canina, sugiriendo incluso que la vacunacién puede llevar
a una infravaloracion del numero de canidos infectados porque: i) reducen la apariencia o
gravedad de los sintomas, haciendo que individuos infectados pasen desapercibidos; vy ii)
pueden interferir en el diagndstico seroldgico de los perros infectados. De esta forma, el uso
de estas vacunas podria de hecho actuar en detrimento del control global de la leishmaniasis

canina, por lo que es necesario continuar investigando en este campo (48,49).

Una vez establecida la enfermedad, el control de la leishmaniasis recae en un diagndstico y
tratamiento adecuado de los pacientes infectados. Actualmente, el tratamiento de la
leishmaniasis comprende cinco clases de fdrmacos: antimoniales pentavalentes, anfotericina
B, pentamidina, paramomicina y miltefosina. A pesar de que se dispone de varias alternativas
terapéuticas, ninguna de ellas es considerada ideal ya que en su mayoria producen una alta
toxicidad, tienen un precio elevado y precisan tratamientos largos que, en muchos casos, son
de administracién parenteral, lo que dificulta la adherencia a estas terapias. Ademas, con
mucha frecuencia se detecta falta de respuesta terapéutica a los tratamientos debido
principalmente al desarrollo de pardsitos resistentes a los mismos, lo que hace aun mads
complicado elegir la terapia mas adecuada para tratar la enfermedad (46). A continuacién,

describiremos brevemente los tratamientos que existen actualmente para la leishmaniasis:
- Antimoniales pentavalentes

El estibogluconato sédico (Pentostam®) y el antimoniato de meglumina (Glucantime®) son los
antimoniales pentavalentes recomendados como tratamiento de primera linea por la OMS
para la leishmaniasis. A pesar de que se empezaron a utilizar hace mas de 60 afios, su
mecanismo de accion exacto es aun desconocido, aunque probablemente dependa de la
reduccion del antimonio pentavalente (SbY) a antimonio trivalente (Sb"). Se ha demostrado
gue estos compuestos alteran el metabolismo energético a través de la inhibicién de la
glucdlisis y la B-oxidacién de los acidos grasos, ademas de producir una acumulacion de las
formas oxidadas de tripanotion y glutation, alterando con ello el equilibrio redox de los
parasitos. La accion de los antimoniales pentavalentes produce un proceso de muerte celular
similar a apoptosis en estos organismos, involucrando la fragmentacién de su ADN vy la

exposicién de PS en la cara extracelular de su membrana (50,51). En cuanto a sus desventajas,
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cabe destacar que los regimenes terapéuticos son largos y de administracién parenteral, lo
qgue lleva a poca adherencia al tratamiento por parte de los pacientes. Asi mismo, presenta
efectos secundarios como mialgias, pancreatitis y arritmias cardiacas que en ocasiones hacen
gue se tenga que detener su utilizacidn. Por ultimo, cabe sefalar que durante los ultimos anos
han aparecido casos de pardsitos resistentes a los antimoniales pentavalentes, lo cual ha

limitado notablemente su uso (52).
- Anfotericina B

La anfotericina B, comercializada como Fungizone, es un compuesto antifungico indicado para
como segunda linea de tratamiento de la LV y LMC que no responde a antimoniales
pentavalentes. Su actividad leishmanicida se achaca a su interaccion con el ergosterol, esterol
principal de la membrana lipidica de Leishmania, provocando la formacion de poros que
aumentan la permeabilidad a iones y conducen a la lisis celular. Los efectos adversos de la

anfotericina B incluyen la nefrotoxicidad severa, la hipocalemia y la fiebre (53).

Existe también una formulacién liposomal de la anfotericina B comercializada bajo el nombre
de Ambisome. Esta alternativa presenta menos efectos adversos y mayor eficacia, pero su

elevado coste hace que su uso se vea limitado en paises en vias de desarrollo (54).
- Pentamidina

La pentamidina es una diamina aromatica sintética desarrollada como farmaco
hipoglucemiante, aunque su utilidad como antiparasitario fue rapidamente descubierta.
Hace mas de 50 afios que se emplea como segunda linea de tratamiento para la LC, LCD y
casos de LV que no responden a los antimoniales pentavalentes. Este farmaco actua
inhibiendo el metabolismo de poliaminas, altera el potencial de membrana mitocondrial y se
une al ADN dificultando su replicacidon. Entre sus efectos adversos se encuentran hipotension,
hipoglucemia, diabetes, miocarditis y nefrotoxicidad, por lo que su utilizacién no estd muy
extendida y se ha ido abandonando progresivamente como segunda linea de tratamiento

(55).
- Paramomicina
La paromomicina es un aminoglucésido de amplio espectro usado para el tratamiento de la

LV en formulacidon parenteral y de la LC tanto en administracidn tépica como parenteral. Este
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compuesto actua inhibiendo la sintesis de proteinas mediante su unién a la subunidad 30S
ribosomal, lo que lleva a la acumulacidn de un complejo de iniciacién anormal en el coddn de
inicio del ARNm. Sus principales efectos adversos son la nefrotoxicidad severa,

hepatotoxicidad y ototoxicidad (56).
- Miltefosina

La miltefosina (hexadecilfosfocolina) es un alquilfosfolipido sintético que se desarrolld
inicialmente como un agente antitumoral para el tratamiento del cancer de mama y los
linfomas cutdneos, aunque su actividad leishmanicida se conoce desde finales de los 80.
Respecto a su mecanismo de accidn, la miltefosina produce alteraciones en la biosintesis de
fosfatidilcolina y altera el potencial de membrana mitocondrial a través de la inhibicidn de la

citocromo c oxidasa, induciendo una muerte celular tipo apoptosis en los parasitos (57).

A pesar de que la administracién oral de la miltefosina mejora la adherencia al tratamiento
de los pacientes, este farmaco presenta efectos adversos gastrointestinales, principalmente
vomitos y diarrea, y puede producir hepatotoxicidad y nefrotoxicidad. Ademds, es un
compuesto teratogénico, lo cual restringe su uso en mujeres embarazadas y en edad fértil.
Por ultimo, la miltefosina tiene una vida media larga, lo que potencia el desarrollo de pardsitos

resistentes a este tratamiento (58).

Debido a la creciente incidencia de falta de respuesta terapéutica a los tratamientos en
monoterapia y a la emergencia de parasitos resistentes a los tratamientos, la OMS ha
recomendado el uso de terapias combinadas que empleen compuestos con actividad
sinérgica o aditiva que actuen sobre diferentes dianas. El objetivo perseguido con estas
terapias combinadas es conseguir reducir las dosis, la duracién de los tratamientos, los

efectos adversos y prevenir la aparicidn de resistencias (59).

Ademas de las distintas opciones quimioterapéuticas descritas anteriormente, se estan
empleando también terapias fisicas para el tratamiento de la LC en aquellos casos en los que
la localizacion, tamafio y nimero de lesiones cutaneas lo permite y/o el tratamiento sistémico
estd contraindicado. Entre estas terapias podemos encontrar la termoterapia y la crioterapia,
basada en la destruccion de los pardsitos por la aplicacion directa sobre las lesiones de calor
o frio, respectivamente; el laser de CO,, que produce la termdlisis especifica del tejido

infectado; o la terapia fotodindmica, que a través del uso agentes fotosensibilizadores
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consigue generar especies reactivas de oxigeno en las células tras la irradiacion de las lesiones
con luz visible de baja intensidad, promoviendo la muerte celular. Estas terapias pueden
producir algunos efectos secundarios menores como la hiper e hipopigmentacion, la aparicion
de infecciones secundarias, eritema, cicatrizacién hipertrdfica, ardor, prurito, enrojecimiento,

edema y dolor (60).

1.2 Mecanismos de muerte celular

Durante las ultimas décadas, se han realizado innumerables trabajos de investigacion
encaminados a conocer mejor los mecanismos celulares que controlan los procesos de
muerte celular regulada (MCR) que se encargan de la eliminacién selectiva de células
superfluas, irreversiblemente dafiadas y/o potencialmente dafinas (61). Curiosamente, estos
procesos de MCR no son exclusivos de las formas de vida multicelulares, donde juegan un
papel fundamental para ayudar al organismo a mantener su homeostasis en entornos
fisioldgicos y patoldgicos, sino que también se han visto variantes simplificadas de la misma
en organismos eucariotas unicelulares como levaduras y protozoos, tema que abordaremos
mas adelante en esta tesis (62). En marcado contraste con la muerte celular accidental (MCA),
gue supone la desaparicion instantdnea y catastrofica de las células expuestas a graves dafios
fisicos (como altas presiones, temperaturas o fuerzas osmaticas), quimicos (como variaciones
extremas de pH) o mecanicos (como fuerzas de corte), la MCR emplea una maquinaria
molecular dedicada, regulada y especifica, lo que implica que puede ser modulada (es decir,

retrasada o acelerada) mediante intervenciones farmacoldgicas o genéticas (61).

Aunque, como veremos a continuacién, existen distintos mecanismos de MCR, de forma
general se pueden diferenciar dos escenarios diametralmente opuestos. Por un lado, existen
mecanismos de MCR que forman parte de procesos puramente fisiolégicos como pueden ser
el desarrollo o la renovacidn de los tejidos, es decir, no estdn relacionados con perturbaciones
en la homeostasis celular y, por tanto, no ocurren en un contexto de falta de adaptacion a
una situacién de estrés. Estos procesos de MCR puramente fisiolégicos son los que se suelen
conocer como procesos de muerte celular programada (MCP). Por otro lado, la MCR puede
iniciarse como respuesta a perturbaciones en el ambiente intracelular o extracelular que son

demasiado intensas o prolongadas como para que la célula pueda recuperarse y restaurar su
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homeostasis, por lo que terminan produciendo la muerte celular. No obstante, es importante

destacar que la MCR impulsada por estrés también constituye una estrategia para la

preservacion del equilibrio bioldgico ya que, ademas de producir la eliminacion de células

inatiles o potencialmente moribundas, da la capacidad a estas células de exponer o liberar

moléculas que alertan al organismo sobre una amenaza potencial.

La muerte celular exhibe ademds manifestaciones morfoldégicas caracteristicas. Dichos

morfotipos, junto con los mecanismos por los cuales se eliminan las células muertas y sus

fragmentos, han sido empleados histéricamente para clasificar los distintos tipos de muerte

celular en tres clases (Figura 5) (63):

Muerte celular tipo | o apoptosis, la cual cursa con redondeamiento de la célula,
encogimiento citoplasmatico, condensacién de la cromatina (picnosis), retraccién de
los pseudépodos, fragmentacién nuclear (cariorexis), pequefia o inexistente
modificacion de los organulos citoplasmaticos, formacion de cuerpos apoptoticos y
mantenimiento de la membrana plasmatica hasta los ultimos estadios del proceso.
Estos cuerpos apoptéticos son absorbidos por células fagociticas vecinas y degradados
en el interior de los lisosomas.

Muerte celular tipo Il o autofagia, que ocurre en ausencia de condensacién de la
cromatina y se manifiesta con una extensa vacuolizacién citoplasmatica. Este tipo de
muerte celular culmina de forma similar a la apoptosis con la captacidn fagocitica y
posterior degradacion lisosomal.

Muerte celular tipo Ill o necrosis, que no muestra ninguna de las caracteristicas
distintivas de la muerte celular tipo | o Il y se manifiesta por aumento del tamano
citoplasmatico y de los organulos celulares, ruptura de la membrana plasmatica y una
moderada condensacién de la cromatina. Este tipo de muerte celular culmina con la

eliminacidn de los restos celulares sin intervencion fagocitica y lisosomal aparente.
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258

Caracteristicas morfologicas Apoptosis (muerte | Autofagia (muerte | Necrosis (muerte
celular tipo 1) celular tipo 1) celular tipo Ill)

Tamafio citoplasmatico Encogido Aumentado
Condensacion de la cromatina ++ + =
Vacuolizacién (autofagosomas) = G +
Externalizacion de fosfatidilserina ++ + =

Figura 5. Caracteristicas de la muerte celular apoptotica, autofagica y necrética. En la figura se han incluido la
microscopia electrénica de una célula normal, apoptdtica, autofagica y necrética, asi como un breve resumen
de sus caracteristicas morfoldgicas principales. Imagen adaptada de (64).

A pesar de que es importante conocer esta clasificacion morfolégica, ya que todavia es
ampliamente utilizada, se sabe que estd muy limitada ya que existen mecanismos bioquimicos
muy dispares que pueden conducir a muertes celulares morfolégicamente similares. Por este
motivo, los editores de la revista Cell Death and Differentiation (revista del grupo Nature
especializada en muerte celular) decidieron crear en el afio 2005 el Comité de la
Nomenclatura de Muerte Celular (NCCD, de sus siglas en inglés Nomenclature Comittee on
Cell Death) con el objetivo de: 1) abordar los problemas relacionados con el uso de una
nomenclatura de muerte celular basada Unicamente en caracteristicas morfoldgicas; 2)
unificar y definir con precision las principales modalidades de muerte celular sobre una base
genética, bioquimica, farmacoldgica y funcional (en lugar de morfoldgica) y mantener estas
definiciones actualizadas; 3) distinguir los aspectos causales esenciales del proceso de
muerte; y 4) diferenciar entre “células muertas”, definidas como aquellas que presentan una
permeabilizacion irreversible de su membrana plasmatica o fragmentacion celular completa,

de células que se estan muriendo como “proceso” (61,65).

Puesto que este campo continda creciendo y las vias de sefalizacién que regulan la MCR

todavia se estdn caracterizando, el NCCD ha ido actualizando progresivamente sus guias,
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siendo la ultima la publicada en 2018. En esta Ultima actualizacion, el NCCD ha diferenciado
un total de 12 mecanismos diferentes de MCR que describiremos brevemente a continuacion
(61), si bien mas adelante en esta introduccidn se describirdn con mas detalle los dos procesos

apoptéticos por ser de especial relevancia para esta tesis.
a) Apoptosis intrinseca

La apoptosis intrinseca es un tipo de MCR iniciada por perturbaciones en el ambiente celular
incluyendo, entre otros, la desaparicién de factores de crecimiento, dafio en el ADN, estrés
en el reticulo endopldasmico, acumulacién de especies reactivas de oxigeno (ROS), fallos en la
replicacion, alteraciones en los microtubulos o defectos mitéticos. Las células apoptdticas
mantienen su integridad plasmatica y actividad metabdlica (hasta cierto punto) durante el
proceso de muerte celular, lo cual permite su rapida limpieza por los macréfagos u otras

células fagociticas mediante un proceso conocido como esferocitosis.

El punto de no retorno de la apoptosis intrinseca es la permeabilizacion de la membrana
externa mitocondrial (PMEM), la cual esta controlada por factores pro-apoptoticos y anti-
apoptéticos de la familia de proteinas reguladoras de la apoptosis Bcl-2, y es finalmente

ejecutada por proteinas de la familia de las caspasas, principalmente CASP3 (61).
b) Apoptosis extrinseca

La apoptosis extrinseca es una variante de la MCR iniciada por perturbaciones en el
microambiente extracelular que son detectadas por receptores de membrana especificos, de
los cuales se diferencian dos tipos; 1) receptores de muerte, cuya activacidon depende de la
union de sus ligandos especificos; y 2) receptores de dependencia, cuya activacién tiene lugar
cuando los niveles de sus ligandos especificos disminuyen por debajo de una cantidad limite.
La unién de ligandos especificos a estos receptores promueve la activacion de proteinas tipo
caspasa, jugando un papel especialmente relevante en la propagacién de la sefial la caspasa

CASP8 y en la ejecucién de la apoptosis CASP3 (61).
c) Necrosis dirigida por la permeabilidad mitocondrial transitoria

Este tipo de muerte celular se inicia por perturbaciones especificas del microambiente
intracelular como estrés oxidativo grave y sobrecarga de Ca?* citosdlico. Estos estimulos

producen una permeabilidad mitocondrial transitoria, término empleado para definir la
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pérdida abrupta de la impermeabilidad de la membrana interna mitocondrial a pequefios
solutos, lo cual resulta en una rdpida disipacién del potencial de membrana mitocondrial
(Apm), la pérdida del balance osmoético entre la membrana interna y externa de este organulo
y, finalmente, la muerte celular. Este tipo de MCR normalmente se manifiesta con un fenotipo

necratico.

A nivel bioquimico, se ha propuesto que este tipo de muerte celular depende de la apertura
de un poro no especifico denominado “poro de permeabilidad mitocondrial transitoria”,
complejo supramolecular formado entre las membranas mitocondriales interna y externa. No
obstante, la composicién, regulacién y mecanismo de accién de este complejo esta todavia

bajo investigacion (61).
d) Necroptosis

La necroptosis, también conocida como “necrosis programada”, es un tipo de MCR que se
inicia por perturbaciones del microambiente intra o extracelular que son detectadas por
receptores de muerte especificos o receptores de reconocimiento de patégenos (RRPs) y que

se manifiesta generalmente con un fenotipo necrético (61).
e) Ferroptosis

La ferroptosis es una forma de MCR dependiente de hierro que se inicia por perturbaciones
en el balance oxidativo intracelular que conducen a la formacién de especies reactivas de
oxigeno (ROS) y la formacién de lipidos peroxidados. La ferroptosis produce un morfotipo
necrotico con alteraciones mitocondriales significativas que incluyen su encogimiento, la
reduccion o desaparicion de las crestas mitocondriales y la ruptura de la membrana externa

mitocondrial (61).
f) Piroptosis

La piroptosis se desencadena por perturbaciones de la homeostasis extra o intracelular
relacionadas con la inmunidad innata (por ejemplo, por la invasién de patdgenos) y se
manifiesta con caracteristicas morfoldgicas especificas que incluyen una forma particular de
condensacion de la cromatina (diferente a la observada en apoptosis), asi como la inflamacion
celular que culmina con la permeabilizacion de la membrana plasmatica. El término piroptosis

fue inicialmente acufiado para definir un tipo particular de MCR similar a la apoptosis pero
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que dependia de la caspasa CASP1, vinculada a la aparicion de pirexia (aumento de
temperatura). Inicialmente, se pensaba que la piroptosis solo participaba en la desaparicion
de monocitos o macréfagos sometidos a la activacién de CASP1, sin embargo, hallazgos
recientes indican que también puede ser impulsada por otras caspasas como CASP3, puede
ocurrir en células no monociticas, puede tener un papel importante en la inmunidad innata
contra patdégenos intracelulares y puede estar involucrada en afecciones patoldgicas como el

shock séptico letal (61).
g) Partanatos

El partanatos es una forma de MCR producida por la hiperactivacién de un componente
especifico de la maquinaria de respuesta de dafio en el ADN llamada poli (ADP-ribosa)
polimerasa 1 (PARP1). Curiosamente, este tipo de MCR parece no ocurrir Unicamente como
respuesta a un dafio grave o prolongado en el ADN, sino que también puede producirse como

respuesta al estrés oxidativo, hipoxia, hipoglucemia o seiiales inflamatorias.

La hiperactivacién de PARP1 causa dafios citotdxicos mediante dos vias 1) la deplecion de
NAD* y ATP, causando un desequilibrio en la homeostasis redox y bioenergética; y 2) la
acumulacién de polimeros de poli-ADP-ribosa y proteinas poli-ADP-ribosiladas en la
mitocondria, que conducen a la disipacion del Aym y la permeabilizacién de la membrana

externa mitocondrial.

Uno de los procesos clave en el partanatos es la unién de los polimeros de poli-ADP-ribosa al
factor inductor de apoptosis mitocondrial AIF (de sus siglas en inglés para Apoptosis Inducing
Factor), induciendo su liberacién al citosol y posterior traslocacién al nucleo, donde mediard

en la fragmentacion del ADN y la condensacién de la cromatina (61).
h) Muerte celular entodtica

La muerte celular entética es una forma de “canibalismo celular” que ocurre tanto en tejidos
sanos como malignos y que implica la absorcidén de células viables por células no fagociticas.
A menudo, aunque no siempre, las células internalizadas (conocidas como células entéticas)
desaparecen tras ser internalizadas. La entosis se desencadena principalmente por el
desprendimiento de células epiteliales de su matriz extracelular y la consecuente pérdida de

sefializacion por integrinas, aunque también se han descrito mecanismos alternativos.

29



El modelo actual para este tipo de MCR propone que la internalizacion de las células entdticas
se produce por invasién celular en lugar de por fagocitosis. En consecuencia, la captacién de
estas células es un proceso independiente de integrinas que esta promovido por la formacion
de uniones entre la célula envolvente y la célula entdtica a través de cadherinas y cateninas

(61).
i) Muerte celular netdtica

El término muerte celular netética describe un tipo de MCR inicialmente caracterizado en
neutrdéfilos y que estaba vinculada a la extrusion de una malla de fibras denominadas trampas
celulares de neutréfilos o NETs (Neutrophil Extracelular Traps). Estas NETs, que son
producidas como respuesta a activadores microbianos o por la estimulacion de receptores
especificos, constituyen una plataforma extracelular estable para atrapar y degradar los
microbios. A pesar de su nombre, se ha visto que otras células como mastocitos, eosindfilos
o basofilos son capaces de producir estructuras similares a los NETs. Por tanto, la muerte
celular netética se ha definido como una modalidad de MCR restringida a células originadas
a partir de células hematopoyéticas y asociada con la extrusién de trampas celulares de
neutréfilos. Se ha propuesto que la muerte celular netdtica transcurre a través de la
activacion de la NADPH oxidasa y la consiguiente generacion de ROS en el interior de la célula

(61).
j)  Muerte celular dependiente de lisosomas

La muerte celular dependiente de lisosomas es una subrutina de MCR iniciada por
perturbaciones en la homeostasis intracelular y demarcada por la permeabilizacién de las
membranas lisosomales. Este tipo de MCR se ha visto asociada con el desarrollo de varias
afecciones fisiopatoldgicas que incluyen la inflamacion, la remodelacion de tejidos (por
ejemplo, la involucidn de la gldndula mamaria después de la lactancia), el envejecimiento, la
neurodegeneracion, ciertos trastornos cardiovasculares y la respuesta a patégenos

intracelulares.

A nivel bioguimico, la muerte celular dependiente de lisosomas se desencadena tras la
permeabilizacion de la membrana lisosomal y la liberacién de su contenido (incluyendo
enzimas de la familia de las catepsinas) al citosol (61). No obstante, el mecanismo por el cual

se produce esta permeabilizacion es todavia desconocido.
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k) Muerte celular por autofagia

La autofagia es un proceso fisiolégico por el cual componentes celulares, como
macroproteinas u organelas completas, son secuestrados en el interior de unas vacuolas de
doble membrana, los autofagosomas, para su posterior degradacién en los lisosomas. La
fusion de los autofagosomas con los lisosomas da lugar a la formacién de los autolisosomas,
en los cuales el contenido del autofagosoma va a ser degradado por hidrolasas lisosomales
para la recuperacion y reutilizaciéon de sus componentes, es decir, es una especie de
mecanismo de “reciclaje celular” (Figura 6). Por tanto, el proceso de autofagia puede ocurrir
sin necesidad de que tenga lugar la muerte de la célula (66). Es importante distinguir entre la
autofagia “como proceso” y la muerte celular por autofagia, siendo esta definida por el NCCD
como una subrutina de MCR cuyo mecanismo depende de la maquinaria autofagica o
componentes de esta. Para evitar confusiones, este término debe evitarse en ausencia de
evidencia experimental que relacione la muerte de la célula con componentes de la
maquinaria autofdgica (idealmente, con mds de uno) y cuando las manipulaciones
farmacoldgicas o genéticas de la maquinaria autofagica impacten sobre una subrutina de MCR

diferente a esta (61).

@

Autofagosoma

(2]

Fusion del autofagosoma
con el lisosoma

/ Autofagia

[ ] Lisosoma

L

(4] (3]

Degradacién y recuperacién
9 y P Autolisosoma

Figura 6. Representacion esquematica del proceso de autofagia. Imagen creada en www.biorender.com
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[) Muerte celular inmunogénica

La muerte celular inmunogénica es un tipo de MCR con una funciéon peculiar, ya que es capaz
de activar la respuesta inmune adaptativa especifica frente a antigenos endégenos (celulares)
o exdgenos (virales) expresados por las células que se estan muriendo. Este tipo de muerte
celular puede iniciarse por un conjunto relativamente limitado de estimulos, incluyendo las
infecciones virales, algunos quimioterapéuticos, formas especificas de radioterapia y por la
terapia fotodindmica basada en hipericina. Estos estimulos producen la liberaciéon de una
serie “patrones moleculares asociados a dafio” o DAMPs (Damage-Associated Molecular
Patterns), cuyo reconocimiento por los RRPs de las células del sistema inmune advierte al
organismo de una situacién de peligro, resultando asi en la activacidon de una respuesta
inmune generalmente asociada con el establecimiento de la memoria inmunoldgica. Por todo
ello, el NCCD ha definido la muerte celular inmunogénica como un tipo de MCR que es
suficiente para activar una respuesta inmune adaptativa en hospedadores

inmunocompetentes.

Finalmente, es importante destacar que, a pesar de que todas estas subrutinas presentan
caracteristicas genéticas, bioquimicas, farmacolégicas y funcionales especificas que las hacen

diferentes a unas de otras, existe cierto grado de similitud e interconexidn entre ellas.

1.2.1 Apoptosis en organismos pluricelulares

El término “apoptosis” fue acufiado por Kerr, Wyllie y Currie en 1972, siendo ademas los
primeros en describir algunos de los cambios morfoldgicos caracteristicos de este tipo de
muerte celular (67). No obstante, no fue hasta 1999 cuando Robert Horvitz y su equipo
demostraron la existencia de genes y proteinas especificas que controlaban la muerte celular
usando como modelo el nematodo Caenorhabditis elegans (68,69), trabajos que le llevaron a
ganar el premio Nobel de fisiologia junto a Sydney Brenner y John E. Sulston en 2002. En el
desarrollo del nematodo C. elegans adulto hermafrodita se generan 1090 células somaticas,
de las cuales 131 sufren apoptosis de forma invariable, es decir, se trata de un fendmeno
controlado. Para estudiar cémo tenia lugar este proceso, Horvitz y su equipo generaron
distintos mutantes genéticos con los que consiguieron demostrar que el desarrollo de este
nematodo dependia de la presencia y expresidn de tan solo cuatro genes: ced-3, ced-4, ced-9

y egl-1 (68,69). CED-3 es una proteina tipo caspasa, es decir, una cistein-proteasa con
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especificidad por residuos de aspartato que es sintetizada como un zimdgeno que necesita
ser procesado para poder actuar como ejecutor de la muerte celular. CED-4 actia como
proteina adaptadora uniéndose a CED-3 y promoviendo su auto-procesamiento y activacion.
Por su parte, CED-9 actia como represor de la muerte celular, ya que al unirse a CED-4 impide
la activacion de CED-3. Por ultimo, EGL-1 es un antagonista de CED-9, al cual se une para evitar

su efecto represor y permitir la activaciéon de CED-3 (Figura 7) (68,69).

Paso 1 Paso 2

) —
Autoprocesamiento

Proto-enzima CED-3
CED-3 Activa

Figura 7. Modelo de activacion de la muerte celular en C. elegans. Paso 1: La activacion de EGL-1 hace que se
una a la proteina CED-9 y produce asi la liberacién de CED-4 de su represor. Paso 2: CED-4 es capaz de promover
la protedlisis de la proto-enzima CED-3, haciendo que se genere una CED-3 activa que actuara como caspasa
ejecutora del proceso de muerte celular. Figura adaptada de (73).

Tras la publicacién de estos hallazgos, se realizaron numerosos estudios que llevaron a la
identificacion de proteinas homoélogas a las descubiertas en C. elegans en todos los
organismos vertebrados, asi como en la mosca de la fruta D. melanogaster, que rapidamente
se convirtid en el segundo modelo favorito para estudiar la apoptosis (70). Adicionalmente,
los estudios realizados en células humanas y de ratén mostraron que las vias de sefializacién
implicadas en la regulacidon de la apoptosis de estos organismos son mucho mas vastas y
complejas que las implicadas en la apoptosis de C. elegans. En estos organismos existen
alrededor de veinte homélogos del represor CED-9 y su antagonista EGL-1, los cuales se
engloban dentro de la familia Bcl-2. Dentro de esta familia se diferencia entre proteinas
represoras de muerte, (Bcl-2, BclX, Bclw, MCL1 y BFL1/A1), proteinas pro-apoptdticas (Bax y

Bak) y proteinas con un solo dominio BH3 o BH3-only (Bad, Bim, Noxa y Puma), que actuan
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activando efectores pro-apoptdticos y/o neutralizando los miembros anti-apoptéticos de la
familia Bcl-2. En ambos casos, ya sea de forma directa o indirecta, las proteinas BH3-only

tienen un papel pro-apoptotico.

De igual forma, existen catorce homdlogos de la proteina ejecutora CED-3, los cuales se
engloban dentro de la familia de las caspasas. En esta familia podemos diferenciar entre
caspasas iniciadoras (caspasas 2, 8, 9 y 10), caspasas ejecutoras (caspasas 3, 6, 7y 14) y

caspasas activadoras de citoquinas (caspasas 1, 4, 5, 11, 12 y 13).

Por ultimo, se ha identificado al menos un homodlogo de CED-4 conocido como proteasa

apoptodtica activadora del factor 1 o Apaf-1(71,72).

Como vimos anteriormente en esta introduccién, el NDDC diferencia dos mecanismos o vias
de sefalizacién apoptéticos diferentes: la via intrinseca, cuando la apoptosis por
perturbaciones en el ambiente intracelular; o la via extrinseca, donde la apoptosis se inicia
tras la deteccion de sefiales de muerte extracelulares (61). A continuacion, describiremos
ambas vias en detalle. Como veremos, a pesar de que son diferentes, las dos vias estan ligadas

y las moléculas de una u otra pueden influenciarse mutuamente (Figura 8).
e Viaintrinseca

La via intrinseca, también conocida como via mitocondrial, se inicia por una serie de estimulos
gue producen senales intracelulares que terminan repercutiendo en la mitocondria. Estos
estimulos pueden ser de naturaleza negativa, como la ausencia de factores de crecimiento,
hormonas o citoquinas; o positiva, como la exposicidn a radiacidn, hipoxia, toxinas, radicales
libres, hipertermia o infecciones virales. Adicionalmente, el dafio en el ADN puede inducir la

apoptosis por esta via, proceso que suele estar mediado por la proteina p53 (72).

Cuando ciertos organulos o compartimentos celulares experimentan perturbaciones en su
homeostasis como consecuencia de los estimulos anteriormente descritos, se produce la
activacion de los miembros BH3-only de la familia Bcl-2 (Figura 8 — derecha). Una vez
activadas, estas proteinas BH3-only tienen la capacidad de interaccionar fisicamente con las
proteinas pro-apoptoticas Bax y Bak presentes en la membrana externa mitocondrial (MEM),
causando su oligomerizacion. Esta oligomerizacién produce la formacién de un poro toroidal

lipidico y va a desencadenar la permeabilizacién de la membrana externa mitocondrial
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(PMEM), paso critico en la apoptosis intrinseca. Cabe sefialar que, en ausencia de estimulos
apoptéticos, Bax y Bak se encuentran inhibidos por los miembros anti-apoptéticos de la
familia Bcl-2. Esta inhibicidon puede llevarse a cabo por una unién directa entre ambos, que
previene su oligomerizacion y la formacidén del poro mitocondrial; o de forma indirecta,
mediante el secuestro de los activadores del grupo BH3-only por parte de los miembros anti-
apoptoéticos. Por lo tanto, podemos decir que la PMEM, paso critico para la apoptosis

intrinseca, estd regulada por el equilibrio entre los distintos miembros de la familia Bcl-2 (61).

La PMEM produce la pérdida del potencial de membrana mitocondrial (Aym) y la liberaciéon
de dos grupos de proteinas pro-apoptoéticas desde el espacio intermembrana al citosol. El
primer grupo esta constituido por el citocromo C, la proteina SMAC/DIABLO vy la serin-
proteasa HtrA2/Omi, las cuales van a causar la activacion de la via mitocondrial dependiente
de caspasas (72). Tras liberarse al citosol, el citocromo C se va a unir a Apaf-1vy a la pro-caspasa
9 formando un complejo conocido como apoptosoma. La formacién del apoptosoma va a
promover la activacién autocatalitica de la pro-caspasa 9, dando lugar a la caspasa 9 (CASP9).
Esta CASP9 activa, a su vez, va a catalizar la activacion proteolitica de CASP3 y CASP7, caspasas
ejecutoras responsables del desmantelamiento celular durante la apoptosis tanto por su via
intrinseca como extrinseca, convergiendo ambas vias en este punto. La actividad catalitica de
las caspasas ejecutoras es responsable de muchas de las caracteristicas morfoldgicas y
bioquimicas asociadas a la apoptosis, incluyendo la fragmentacion del ADN, la exposicién de
PS y la formacidén de cuerpos apoptdticos. Por ejemplo, CASP3 promueve la fragmentacién
del ADN catalizando la inactivacién proteolitica de la subunidad alfa del factor de
fragmentacion del ADN (iCAD), liberando asi la actividad catalitica de la ADNasa activada por
caspasas CAD (caspase-activated DNAse). Por su parte, SMAC/DIABLO y HtrA2/Omi también
promueven la activacidon de las caspasas mediante un mecanismo indirecto, ya que son
capaces de secuestrar y/o degradar las proteinas inhibidoras de apoptosis o IAPs (inhibitor of

apoptosis), que cuando se encuentran libres actuan inhibiendo a las caspasas.

Por ultimo, tras la PMEM también se libera un segundo grupo de proteinas pro-apoptéticas
incluyendo la Endonucleasa G (EndoG) y AlF, las cuales actian en estadios mas tardios de la
apoptosis. Tras su liberacidon, estas proteinas mitocondriales se translocan al nucleo donde
van a participar en la fragmentacion ADN vy la condensacién de la cromatina junto con CAD.

Cabe seiialar que CAD interviene exclusivamente en procesos dependientes de caspasas,
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mientras que EndoG y AIF pueden participar también en procesos de MCR independientes de
caspasas (72,74). De la segunda de estas nucleasas hablaremos en detalle mas adelante por

ser de especial relevancia para esta tesis.
e Via extrinseca

La apoptosis extrinseca estd dirigida por dos tipos de receptores de membrana: 1) receptores
de muerte, cuya activacidon depende de la unién de su ligando especifico; y 2) receptores
dependientes, cuya activacion tiene lugar cuando los niveles de sus ligandos especificos caen

por debajo de un valor limite (61).

Los receptores de muerte mas estudiados son los miembros de la superfamilia de receptores
del factor de necrosis tumoral (TNF), los cuales presentan un dominio intracelular de
aproximadamente 80 aminoacidos conocido como dominio de muerte o DD, de sus siglas en
inglés para “death domain”. Dentro de esta familia los receptores mas estudiados son FAS,
TRAILR1 y TRAILR2, cuya unidn a sus ligandos especificos FASL y TRAIL, respectivamente,
produce la estabilizacién de los homotrimeros de receptor presentes en la membrana celular.
Esta estabilizacién induce un cambio conformacional en su dominio citoplasmatico que
permite la asociacion de la proteina adaptadora FADD (Figura 8 —izquierda). La asociacién de
FADD a través de los DD citosélicos va a promover el reclutamiento de varias proteinas,
incluyendo la procaspasa-8 (o la 10, en determinados casos), dando lugar a la formacién de
un complejo multiproteico conocido como DISC (Death-Inducing Signaling Complex). La
formacidn del complejo DISC va a permitir el procesamiento autocatalitico de las pro-caspasas
8 0 10, segun sea el caso, dando lugar a la liberacién de la correspondiente caspasa activa

CASP8 o CASP10 (61,72,75).

En determinados tipos celulares, incluyendo los linfocitos (los cuales se han englobado dentro
de las “células tipo 1”), CASP8 cataliza directamente la maduracion proteolitica de CASP3,
desencadenando asi la fase ejecutora de la apoptosis intrinseca sin intervencion de la
mitocondria. En otras células como hepatocitos, células pancredticas tipo B y la mayoria de
las células cancerosas (“células tipo 11”), en las que la activacién de CASP3 y CASP7 estd
restringida por la proteina tipo IAP XIAP, CASP8 va a desencadenar la apoptosis mediante la
protedlisis de la proteina Bid. Esta protedlisis produce una forma truncada de Bid, tBid, que

se transloca hasta la MEM donde va a actuar promoviendo la formacién del poro de
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membrana mitocondrial mediado por Bax y Bak. La PMEM vy la liberacién de factores
mitocondriales va a producir la activacidn de la cascada de caspasas iniciada por CASP9 tal y

como se describid para la via intrinseca de la apoptosis (61,72,75).

Via extrinseca Via intrinseca o mitocondrial

Ligandos de muerte
(FASL, TRAIL)

Toxinas, radiacion,
desaparicion de factores de
crecimento, etc.

Receptores de muerte (il
(FAS, TRAILRS) YT

DIsC Procaspasa-8

(-10)

‘————— Apoptosis

Figura 8. Principales componentes de apoptosis extrinseca e intrinseca, asi como las interacciones y
convergencia entre ellas. Imagen creada en www.biorender.com.

Por su parte, existen mas de veinte tipos de receptores dependientes que pueden activar
distintas cascadas de sefalizacién cuando la disponibilidad de su ligando cae por debajo de
un nivel limitante, implicando generalmente la activacion de caspasas. No obstante, los
mecanismos exactos por los que estos ligandos promueven la muerte celular todavia no estdn

bien elucidados (61).
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1.2.2 Muerte celular regulada y apoptosis en Leishmania spp.

Tal y como hemos descrito en las secciones previas de esta introduccion, la existencia de
procesos de MCR en organismos multicelulares es fundamental para la eliminacién selectiva
de células superfluas, irreversiblemente dafiadas y/o potencialmente dafiinas para el resto
del organismo y juega un papel clave en numerosos procesos fisiolégicos como el desarrollo,
la homeostasis de los tejidos, la inflamacién y la inmunidad (74). En este contexto, la
“autodestruccién” de una célula individual puede ser entendida como una forma de
cooperacion en la que se perjudica a un individuo, la célula, para obtener un beneficio a un
nivel superior, el del organismo. Desde este punto de vista, podria parecer que la existencia
de mecanismos de autodestruccion en organismos unicelulares careceria de sentido, ya que
la desaparicion de la célula conllevaria también la muerte del propio organismo. Sin embargo,
se han descrito procesos de MCR similares a los de metazoos en numerosos organismos
eucariotas unicelulares, incluyendo los del género Leishmania. Ademas, los resultados
obtenidos sugieren que al menos algunos de los elementos involucrados en estos procesos
estan evolutivamente relacionados con los presentes en la MCR de los organismos

multicelulares (76).

Uno de los factores que apoyan la existencia de procesos de MCR en organismos unicelulares
es que, al igual que ocurre en metazoos, estos procesos podrian desempefiar un papel
fisioldgico en el desarrollo de estos organismos in vivo. En concreto, en Leishmania se ha
descrito que la MCR podria regular el nimero de individuos de la poblacidn en el interior del
intestino del insecto vector como respuesta a los recursos limitados que se encuentran en
este entorno (77,78). Por ejemplo, se ha descrito que los promastigotes que no se han
diferenciado a la forma infectiva dentro del insecto vector pueden sufrir procesos de MCR,
dejando de consumir nutrientes y beneficiando con ello a la poblacién de promastigotes
metaciclicos infectivos (79). En este sentido, la MCR parece constituir un mecanismo altruista
para la seleccidn de los parasitos mas validos para la transmisién de la enfermedad. De forma
similar, parece que la MCR podria controlar la densidad parasitaria dentro del hospedador
mamifero, evitando asi un hiperparasitismo que podria producir su muerte y, por tanto,
impedir la transmision de la enfermedad (80,81). Ademds, como ya comentamos
anteriormente en esta introduccion, se ha demostrado que la presencia de parasitos

apoptéticos en el inéculo es importante para que la infeccién concluya con éxito. La
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fagocitosis de los parasitos apoptéticos induce la secrecion de moléculas antiinflamatorias,
como IL-10 o TGF-B, inhibe la secrecién de agentes proinflamatorios, como el TNF-a, y
disminuye la presentacion de antigenos por parte de los macréfagos. De esta forma, se
favorece la supervivencia de otros promastigotes no apoptdticos fagocitados por la misma
célula. De hecho, se ha demostrado que si se eliminan los parasitos apoptéticos del inéculo
los pardsitos fagocitados no son capaces de sobrevivir en el interior de la célula fagocitica in

vitro y pierden su habilidad para inducir la enfermedad in vivo (30,82).

Hasta la fecha, se han descrito diversos estimulos y tratamientos con actividad leishmanicida
gue pueden producir que la muerte celular muestre un fenotipo similar a apoptosis en
Leishmania. Dentro de los estimulos podemos encontrar algunos que imitan las condiciones
gue se encuentran los pardsitos dentro de sus hospedadores, como el choque térmico o las
especies reactivas de oxigeno (NO y H;02) (83-86). Por su parte, entre los tratamientos,
podemos encontrar compuestos de naturaleza muy diversa, siendo algunos de los ejemplos
mas representativos la estaurosporina, circuma, anfotericina B, antimicina A, miltefosina,
edelfosina, novobiocina, pentamidina o camptotecina (87—89). Estos estimulos producen una
muerte celular en la que se observa redondeamiento y encogimiento celular, cambios en la
membrana plasmatica, alteraciones en la permeabilidad mitocondrial, condensacién de la
cromatina y fragmentacion del ADN nuclear (88). Es decir, muestran muchas de las
caracteristicas que definen el proceso apoptdtico en eucariotas superiores. No obstante,
como hemos visto anteriormente, en la actualidad se trata de definir las diferentes subrutinas
de MCR en funcion de los agentes genéticos y bioquimicos implicados, en lugar de basarse
Unicamente en las caracteristicas morfoldgicas expresadas. Lamentablemente, el
conocimiento actual de las proteinas implicadas en la muerte celular en Leishmania es muy
limitado, por lo que la utilizacidn del término apoptosis en estos pardsitos debe entenderse
en un contexto principalmente morfolédgico. De hecho, algunas de las principales proteinas
implicadas en la apoptosis en eucariotas superiores, como son las caspasas, los receptores de
muerte, o los principales miembros de la familia Bcl-2, no han podido ser identificadas en
Leishmania, ni si quiera mediante la utilizacién de técnicas bioinformaticas y de secuenciacion
(87,90). Curiosamente, si se ha descrito que la expresion de la proteina Bcl-2 humana tiene
un efecto protector en L. infantum tras ser sometido al tratamiento con edelfosina (91), asi

como que la respuesta celular de estos parasitos a varios estimulos de muerte puede ser
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modulada por la presencia de inhibidores de caspasas como zVAD-fmk (84,85,92). A
continuacion, describiremos algunas de las moléculas cuya participacién en la muerte celular
de Leishmania si ha sido demostrada, implicando la existencia de mecanismos que regulan la

muerte celular en estos parasitos.
- Metacaspasas

Las metacaspasas son cistein proteasas que han sido identificadas en hongos, plantas y
protozoos. De hecho, los analisis gendmicos realizados han permitido identificar secuencias
codificantes para metacaspasas en todas las especies de Leishmania. Estas metacaspasas
poseen un dominio tipo caspasa o “caspasa-like” homdlogo al de la subunidad p20 de las
caspasas, con la diada catalitica histidina/cisteina; y un dominio C-terminal rico en prolina
similar al de la subunidad p10 de las caspasas (93,94). Sin embargo, mientras que las caspasas
cortan de forma especifica en residuos de aspartato, las metacaspasas muestran especificad

por residuos de arginina o lisina (93,95).

Se ha propuesto que la metacaspasa de L. major, LmjMCA, podria desempefar un papel
importante durante la muerte celular en estos pardsitos. La sobreexpresion de LmjMCA
induce la apoptosis de L. major tras ser sometida a choque térmico o estrés oxidativo y tras
el tratamiento con miltefosina o circuma (94), mientras que su eliminacion inhibe la muerte
celular inducida por estos dos tratamientos (96). Adicionalmente, se ha demostrado que
LmjMCA podria estar implicada en el proceso de autofagia en estos parasitos, dotandole asi

de un rol provida no descrito en las caspasas (96).
- Acuaporina Li-BH3AQP

La acuaporina Li-BH3AQP fue identificada en L. infantum por nuestro grupo de investigacion.
Esta proteina contiene un dominio similar a los dominios BH3 que se encuentra en todos los
miembros de la familia Bcl-2. Ensayos de co-inmunoprecipitacion han demostrado que Li-
BH3AQP puede unirse a la proteina anti-apoptdtica Bcl-X. humana. Adicionalmente, su
expresion reduce la viabilidad celular en células de mamifero, pudiendo contrarrestarse este
efecto mediante su coexpresién con Bcl-X.. En L. infantum, la sobreexpresién de Li-BH3AQP
reduce la viabilidad celular e induce la fragmentacion del ADN tras el tratamiento con
estaurosporina y antimicina A. Esta actividad pro-apoptdtica desaparece tras la mutacién de

dos residuos altamente conservados del dominio BH3, demostrando que este dominio es
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clave para poder desempeniar esta funcidn. Sorprendentemente, la sobreexpresion de esta
acuaporina también hizo a los parasitos mas resistentes al estrés hipotdnico o la deprivacion

de nutrientes, mostrando asi un posible papel provida para esta proteina (97).

Estimulos pro-apoptoticos

* Choque térmico * Antimicina A
* Especies reactivasde * Miltefosina
oxigeno (H,0,, NO) * Edelfosina

+ Estaurosporina * Novobiocina
* Cdrcuma * Pentamidina
* Anfotericina B * Camptotecina
Fenotipo
* Redondeamiento celular
*  Encogimiento celular
el | * Cambios en la membrana plasmatica
{4 "\‘ v * Alteraciones mitocondriales
k » * Condensacion de la cromatina

*  Fragmentacion nuclear
* Fragmentacion del ADN

K Proteinas implicadas
+ EndoG
* Metacaspasa LmjMCA
* BH3AQP
Célula sana +  LmjHYD36 Célula aBoBtética

* LmjF.22.0600

* Regulacién de la densidad parasitaria

* Propagacion de los pardsitos mas virulentos
* Regulacion de la respuesta inflamatoria

* Control de la carga parasitaria intracelular

Proliferacién

Figura 9. Representacion esquematica de los aspectos mas importantes implicados en la muerte celular
regulada en Leishmania. Figura adaptada de (102).

- LmjF.36.6540 y Lmj.22.0666

Recientemente se han identificado dos nuevas proteinas en L. major que podrian actuar como

efectores de la muerte celular: LmjF.36.6540 y Lmj.22.0666 (98,99).

La proteina LmjF.36.6540 (o LmjHYD36, nombre propuesto por los autores que la han
descrito) contiene la triada catalitica cisteina/histidina/aspartato tipica de las a/B-hidrolasas
y esta altamente conservada en Leishmania spp. Durante el pasado aiio, Basmaciyan y su
equipo decidieron estudiar la posible implicacién de LmjHYD36 en la muerte celular en L.
major. Sus resultados mostraron que al tratar promastigotes de L. major con clUrcuma vy

miltefosina aumentaba la expresion de la proteina, mientras que el tratamiento con
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pentamidina no tenia efecto sobre su expresion. Adicionalmente, vieron que la
sobreexpresion del gen LmjF.36.6540 aumentaba la muerte inducida por curcuma vy
pentamidina, mientras que no tuvo ningun efecto sobre la muerte inducida por miltefosina.
En conjunto, estos resultados demostraron que esta proteina estd involucrada en la muerte
celular inducida por curcuma, miltefosina y pentamidina al menos en L. major (98).
Adicionalmente, este mismo grupo identificé una segunda proteina, LmjF.22.0666, que se
sobreexpresa cuando los parasitos se diferencian a sus distintos estadios durante su ciclo de
vida. LmjF.22.0666 es una potencial acetiltransferasa conservada en las distintas especies de
Leishmania. Tras llevar a cabo experimentos similares a los descritos para el caso anterior,
vieron que esta proteina se sobreexpresaba tras someter a los parasitos a diferentes
estimulos de muerte, asi como que el aumento en la expresion del gen aumentaba la muerte
celular tras el tratamiento con cdrcuma y miltefosina, sugiriendo que esta proteina podria

actuar también como efector en la muerte celular en estos parasitos (99).
- Endonucleasa G

Como comentamos cuando describimos la via intrinseca de la apoptosis, EndoG esta
implicada en la degradacion del ADN nuclear independiente de la intervencion de las caspasas
en mamiferos. Se han encontrado miembros de la familia EndoG en todos los organismos
cuyo genoma ha sido secuenciado, incluyendo en Leishmania, donde se han estudiado y
caracterizado especialmente dos especies: L. donovani y L. infantum. En ambos casos, se ha
demostrado que esta enzima posee caracteristicas similares a las observadas en la EndoG de
eucariotas superiores: posee actividad nucleasa in vitro, se localiza en la mitocondria en
condiciones fisiolégicas y migra al nucleo en respuesta a estimulos apoptéticos como H;0; o
edelfosina, donde va a participar en la degradacién el ADN nuclear, lo que convierte a EndoG
en uno de los efectores de la apoptosis en estos parasitos (100,101). La caracterizacién de la
EndoG de Leishmania infantum (LiEndoG) es el objetivo central de esta tesis, por lo que en el
siguiente apartado de esta introduccién nos centraremos en describir algunas de las EndoGs
mas representativas de esta familia de proteinas y en resumir lo que sabemos hasta ahora

sobre LiEndoG.

En conclusidn, el reciente descubrimiento de todos estos potenciales efectores de muerte
celular en Leishmania parece indicar que la muerte en estos parasitos si estd regulada y no es

un hecho accidental, como se ha sugerido por varios autores (90,103). No obstante, es
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necesario continuar investigando para poder describir con exactitud las vias moleculares que
desencadenan estos procesos de MCR. En la Figura 9 se resumen las implicaciones fisioldgicas
descritas para la MCR en Leishmania, los aspectos fenotipicos apoptdticos mds caracteristicos
en estos parasitos, algunos de sus estimulos pro-apoptdticos mds representativos y las

proteinas descritas como efectores en el proceso apoptético hasta la fecha.

1.3 Endonucleasa G

Los primeros resultados que muestran la existencia de la endonucleasa mitocondrial que
ahora conocemos como Endonucleasa G (EndoG) datan de mediados de la década de los 60,
si bien en ese momento no le fue otorgado este nombre. De forma casi simultdnea, Curtis et
al. demostraron la presencia de una proteina con actividad nucleasa en los extractos
mitocondriales de higados de rata (104); mientras que, por su parte, Linn y Lehman mostraron
gue también existia una proteina con actividad similar en los extractos mitocondriales de
Neurospora crassa (105). Los resultados expuestos por estos autores mostraron que ambas
nucleasas tenian propiedades similares, siendo su actividad dependiente de Mg?* o Mn?*y
produciendo como resultado de esta la liberacién de oligonucledtidos con un grupo fosfato
libre en su extremo 5’. Adicionalmente, ambas enzimas presentaban mayor actividad a pHs
ligeramente 4acidos y eran capaces de hidrolizar extensivamente tanto ARN como ADN de
cadena sencilla (cs), mientras que hidrolizaban con menos avidez el ADN de doble cadena
(ADNdc) (104-106). No obstante, estudios posteriores mostraron que la nucleasa de
Neurospora era de hecho una endo-exonucleasa, ya que poseia actividad 5’-exonucleasa
ademas de la actividad endonucleasa ya descrita (107,108). Esta actividad exonucleasa era
capaz de crear las regiones de cadena sencilla dentro del ADNdc que son requeridas para que
se pueda producir la recombinacidn homdéloga, por lo que se propuso que esta enzima podria
estar involucrada en este proceso (109). Adicionalmente, en 1988, Zassenhaus y su equipo
consiguieron purificar una endo-exonucleasa mitocondrial de la levadura Saccharomyces
cerevisiae, denominada Nuclp, con caracteristicas muy similares a la de Neurospora. De
hecho, el anticuerpo policlonal contra la nucleasa de Neurospora era capaz de reconocer e
inhibir la a Nuclp y, de igual forma, el anticuerpo contra Nuclp reconocia la nucleasa de

Neurospora. Esta reactividad cruzada, junto con la similitud de sus propiedades enzimaticas,
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sugeria que la actividad endo-exonucleasa mitocondrial podria estar conservada al menos en

los eucariotas unicelulares (110,111).

Por otra parte, diversos grupos de investigaciéon describieron la presencia de actividad
nucleasa en lisados mitocondriales de distintas células de mamifero, si bien no fueron capaces
de purificar la proteina causante de esta actividad. No fue hasta 1986 que Tomkinson y Linn
consiguieron purificar por primera vez una nucleasa de las mitocondrias de la linea celular de
ratdn MCP-11 (112). Esta enzima fue descrita como un homodimero en su forma nativa y, de
forma similar a lo observado para las proteinas anteriores, su actividad dependia de Mg?* y
degradaba preferentemente sustratos de cadena sencilla, si bien también era capaz degradar
ADNdc. Adicionalmente, esta proteina también se veia afectada por el anticuerpo preparado
contra Nuclp, sugiriendo que podria tratarse del homélogo en mamiferos de las enzimas
mitocondriales descritas en eucariotas unicelulares (112). Un afio después, se consiguio
purificar una nucleasa de extractos mitocondriales de células bovinas con propiedades
similares a las nucleasas que hemos descrito hasta ahora; se trataba de un homodimero que
requeria Mg?* o Mn?* para su actividad y era capaz de degradar tanto ARN como ADN de
cadena sencilla o doble. Sin embargo, esta proteina solo presentaba actividad endonucleasa,
a diferencia de la actividad endo-exonucleasa descrita en las enzimas de Neurospora o

Saccharomyces (113).

Curiosamente, el término Endonucleasa G (EndoG) no fue acufiado hasta 1987 para una
nucleasa que purificaron Ruiz-Carrillo y Renaud en 1987 de eritrocitos de gallina (114). En las
condiciones experimentales propuestas por estos autores, esta proteina presentaba una clara
preferencia por digerir sitios (dG)n-(dC)n, con mayor especificidad por la hebra G, motivo por
el cual le otorgaron el nombre de Endonucleasa G (EndoG) (114). Posteriormente, Gerscheson
et al. demostrarian que EndoG y las distintas nucleasas mitocondriales de mamifero descritas
hasta la fecha eran de hecho proteinas homélogas, ya que presentaban un alto grado de
identidad en sus secuencias y las mismas propiedades bioquimicas (115). A pesar de que los
estudios posteriores han mostrado que estas enzimas pueden digerir el ADN de forma
aleatoria sin tener apenas especificidad por secuencias concretas, el nombre de Endonucleasa
G ha persistido hasta la actualidad, por lo que todas ellas se agrupan dentro de esta familia.
De hecho, a pesar de las diferencias entre la actividad de las nucleasas mitocondriales de

Saccharomyces y Neurospora respecto a las de mamifero, el clonaje y secuenciacién de los
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genes codificantes para estas proteinas mostré que existe una elevada homologia de
secuencia entre ellas, corroborando que las mitocondrias de todos los organismos eucariotas

contienen una EndoG evolutivamente conservada (116).

En la actualidad, EndoG ha sido identificada en todos los genomas completos que existen de
eucariotas, incluyendo Homo sapiens, Mus musculus, Rattus norvegicus, Xenopus laevis,
Drosophila Melanogaster, Saccharomyces cerevisiae, Caenorhabditis elegans y Neurospora
crassa, entre otros (116). Curiosamente, en el genoma de eucariotas superiores se ha
encontrado un gen paralogo al de EndoG denominado endonuclease G-like-1. Estudios
recientes han mostrado que este gen contiene la secuencia codificante de la nucleasa
mitocondrial EXOG que, a diferencia de su paraloga EndoG, si presenta actividad endo y
exonucleasa. Estos resultados sugieren que estas dos enzimas podrian complementarse para
desempeiiar las mismas funciones que se han propuesto para las endo-exonucleasas de otros
organismos (117). Adicionalmente, también se ha descrito que algunas bacterias como
Serratia marcescens y Anabaena sp. contienen genes que codifican para nucleasas con un
42% y 28% de identidad de secuencia respecto a la EndoG bovina, respectivamente, lo cual
apoya la teoria endosimbionte del origen de la mitocondria. Estas nucleasas bacterianas son

secretadas y utilizadas para la obtencién de nucledtidos del medio extracelular (116).

Dada la especial relevancia de esta familia de proteinas para el desarrollo de esta tesis, en los
siguientes apartados profundizaremos un poco mds en su estructura, actividad enzimatica,

mecanismo de accién y funciones descritas hasta ahora.

1.3.1 Estructura, localizacién y caracterizacién enzimatica

EndoG pertenece a la superfamilia de nucleasas no especificas con dominio BBa de unidn a
metal, las cuales se han encontrado en numerosos organismos tanto eucariotas como
procariotas. Dentro de este ultimo grupo de organismos, cabe destacar la nucleasa
extracelular de Serratia marcescens por ser la que mas se ha estudiado y mejor se conoce. De
hecho, tanto el modelo estructural como el mecanismo de accidén propuesto para la nucleasa
de Serratia (118,119) fueron empleados como modelos para elaborar el primer modelo
molecular y funcional de la EndoG bovina (120). El dominio BBa de unién a metal, como su
nombre indica, estda compuesto por una horquilla beta seguida de una hélice alfa que se

estructuran conformando el sitio de unidn para el ion metalico, imprescindible para la
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actividad catalitica de estas enzimas. De hecho, se ha demostrado que la actividad de estas
nucleasas es dependiente de cationes divalentes como Mg?*, Mn?* o Co?* (incluso Ca?*, en el
caso de EXOG), puede ser inhibida por la presencia de cationes monovalentes como el K* o el
Na*y presenta mayor actividad a pHs ligeramente acidos (120,121). En cuanto al estado de
oligomerizacién de la proteina, los primeros estudios con EndoG recombinante apuntaban a
gue se trataba de una proteina dimérica, aunque estudios posteriores matizaron que podria
existir un equilibrio mondmero-dimero (120). Cuando la proteina se encuentra en estado
dimérico, los centros activos de cada uno de los mondmeros se sitian de forma distante y
apuntando en sentidos opuestos, lo que sugiere que cada uno de ellos une e hidroliza

sustratos de manera independiente (122,123).

Otra de las caracteristicas de esta familia de nucleasas es que la mayoria de ellas presentan
un motivo DRGH en su dominio BBa que contiene varios residuos importantes para la catdlisis,
entre los cuales destaca la histidina. Este residuo, altamente conservado, actla como una
base general activando una de las moléculas de agua que rodean al catién metalico del centro
activo. Una vez activada, la molécula de agua va a llevar a cabo un ataque nucledfilo sobre el
atomo de fésforo del ADN que producird la hidrélisis de su enlace fosfodiéster, siendo este el
mecanismo por el cual EndoG lleva a cabo su actividad nucleasa. La sustitucidon de esta His
por un residuo de Ala produce una enzima incapaz de degradar el ADN, haciendo patente su
papel clave en el proceso catalitico. Por su parte, el residuo de Asp parece estar implicado en
la conformacion del centro activo y su sustitucién por un residuo de Ala produce una enzima
con aproximadamente la mitad de actividad que su homdloga no mutada. Por ultimo, el
residuo de Arg participa en la union del ADN y su correcto posicionamiento respecto al sitio
catalitico, produciendo su sustitucién por Ala una enzima sin actividad catalitica (120,122).
Curiosamente, el aspartico de este motivo DRGH esta reemplazado por una serina tanto en
EXOG como en las EndoGs de tripanosomatidos, caracteristica que exploraremos mas
adelante en esta tesis. Adicionalmente, existen otros residuos en la estructura de EndoG cuya
presencia es fundamental para su actividad. Entre ellos, cabe destacar la Asn del centro
catalitico, necesaria para la coordinacion del cation metalico, asi como varios residuos de Arg

implicados en la unién del sustrato (120,122).

Al igual que ocurre con muchas otras proteinas mitocondriales, EndoG esta codificada por un

gen nuclear que contiene una regién codificante para un péptido senal en su extremo amino
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terminal que produce su direccionamiento a la mitocondria (116,124). La
compartimentalizacion mitocondrial ha mostrado ser un mecanismo para el silenciamiento
de la actividad nucleasa de EndoG, ya que su expresion ectépica extra-mitocondrial puede
inducir la muerte celular (120). Ademas, como ya hemos comentado previamente, la
localizacion de EndoG cambia durante el proceso apoptético, translocdndose de la
mitocondria al nucleo para degradar el ADN gendmico (125). No obstante, existen otros
mecanismos para el silenciamiento de estas enzimas. Por ejemplo, las nucleasas de Serratia
marcescens y Vibrio vulnificus tienen que ser activadas mediante la formacién de puentes
disulfuro entre residuos de cisteina, permaneciendo inactivas en el citoplasma en ausencia
de los mismos (126,127). Otro ejemplo lo constituye NucA, nucleasa de Anabaena, la cual se
encuentra inhibida en el citoplasma celular mediante a su unién a un polipéptido especifico
denominado NuiA, previniendo con ello su toxicidad (116). También se ha reportado un
mecanismo de silenciamiento similar en la EndoG de Drosophila melanogaster (DmEndoG). A
pesar de que en este insecto DmEndoG estd silenciada por su compartimentalizacién en el
espacio intermembrana mitocondrial, se ha descrito que existe una segunda proteina
localizada en el nucleo, DmEndoGl, que podria actuar como un “seguro de vida” en caso de
qgue parte de la EndoG llegara al nucleo por un fallo en el sistema de transporte a la
mitocondria. Esta proteina inhibidora estd compuesta por dos dominios altamente
conservados unidos por una cadena polipeptidica flexible. La estructura cristalina del
complejo DmEndoG/DmEndoGI muestra como cada uno de estos dominios estd unido a los
centros activos de cada subunidad del homodimero DmEndoG, bloqueando asi los sitios de

union del sustrato e impidiendo la actividad enzimatica (123).

Por ultimo, estas enzimas se caracterizan por ser nucleasas no especificas, es decir, son
capaces de digerir acidos nucleicos de diversa naturaleza. EndoG es activa frente a ARN, ADN
e hibridos ARN/ADN de cadena doble o cadena sencilla, mostrando preferencia por este
ultimo. De hecho, cuando EndoG tiene como sustrato ADNdc, genera primero cortes de
cadena sencilla (113,115,128). No obstante, cabe destacar que existen diferencias notables
en la actividad catalitica de distintos miembros de este grupo. Por ejemplo, la proteina
homadloga a EndoG en C. elegans (CPS-6) y la EndoG humana (hEndoG) solo tienen actividad
endonucleasa, mientras que Nuclp, proteina homdloga a EndoG en S. cerevisiae, y la EXOG

humana (hEXOG), tienen tanto actividad 5’-exonucleasa como endonucleasa (121). En
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conjunto, las diferencias encontradas en las actividades endo/exonucleasa de estas enzimas
apuntan a que podrian tener diferentes mecanismos de accién o desempeifiar distintos
papeles dentro de la célula. En el siguiente apartado, describiremos algunas de las funciones

mas importantes que se han descrito para estas nucleasas.

1.3.2 Funciones descritas

A pesar de que EndoG ha sido extensivamente caracterizada desde su descubrimiento,
todavia no estdn realmente claras cudles son sus funciones dentro de la célula, si bien se ha
propuesto su implicacion en numerosos procesos fisiolégicos. Por un lado, como ya se ha
mencionado en esta introduccidn, se ha demostrado que EndoG es liberada de la mitocondria
tras la permeabilizacion de su membrana externa y migra al nucleo para degradar el ADN
nuclear (ADNn) durante el proceso de apoptosis (125,129-131). No obstante, al menos en
algunos organismos, EndoG parece no estar sola en esta tarea. Por ejemplo, se ha visto que
hEndoG es capaz de interaccionar con otras proteinas mitocondriales como el factor inductor
de apoptosis (AlF), la Hsp70 o la flap-endonucleasa-1 (FEN-1), produciéndose como resultado
de estas interacciones un aumento de la actividad nucleasa de la enzima (132). Ademas, AIF
contiene una sefal de localizacién nuclear en su secuencia, por lo que se ha sugerido que su
asociaciéon con EndoG podria ser la responsable de la translocacion al nucleo durante la
apoptosis (133). De forma similar, se ha demostrado que CPS-6 interacciona con la proteina
WAH-1, homoéloga a AIF en C. elegans, y que esta interaccidn aumenta la capacidad de EndoG
de degradar el ADN durante la muerte celular (134). De hecho, se han identificado otras
cuatro nucleasas en este nematodo que parecen estar involucradas en el progreso normal de
la apoptosis: CRN-1 (proteina homdloga a FEN-1), CRN-4, CRN-5 y CYP-13. Estas nucleasas son
capaces de interaccionar entre ellas y con CPS-6, sugiriendo que podrian estar formando un
complejo multiproteico denominado “degradosoma” junto a WAH-1 y llevando a cabo de
forma conjunta la fragmentacion y degradacién del ADN in vivo (135,136). Un poco mas
particular es el caso de S. cerevisiae, donde se ha demostrado que Nuclp puede inducir la
apoptosis de forma independiente a AIF. En su lugar, Nuclp interacciona con la carioferina
KAP123, que facilita su translocacidn al nucleo, asi como con la histona 2B fosforilada del ADN

nuclear, siendo esta unidn necesaria para la accion nucleolitica de Nuclp durante la muerte
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celular (131). Estas diferencias apuntan a que las proteinas de la familia EndoG podrian estar

implicadas en la ejecucion de la muerte celular por distintas vias.

Por otra parte, existen indicios de que EndoG podria estar involucrada en el metabolismo del
ADN mitocondrial (ADNmt) y gendmico (ADNg) mediante su participacidn en procesos de
recombinacién, reparacion, replicacién y degradacion de estos. Por ejemplo, como ya hemos
comentado anteriormente, el hecho de que las proteinas homélogas a EndoG de Neurospora
crassa y Saccharomyces cerevisiae presenten actividad 5’-exonucleasa, ademas de
endonucleasa, sugiere que podrian jugar un papel en la recombinacién del ADNmt. Mas
concretamente, se propuso que esta actividad 5’-exonucleasa podria actuar ampliando cortes
de cadena sencilla o “gaps” existentes en el ADNdc para producir los tramos de ADNcs dentro
de su estructura necesarios para que tengan lugar los eventos de recombinacion (109,137).
Este tipo de actividad ha sido confirmada in vitro para Nuclp, hEXOG y CPS-6, por lo que a
priori también podrian estar implicados en la recombinacién del ADNmt (121). No obstante,
la primera confirmacién de la participacidén en este proceso in vivo se obtuvo en S. cerevisiae,
donde la inactivacion de la proteina Nuclp produjo una disminucién en la frecuencia de
eventos de recombinacidn y de conversidn génica en el ADNmt (137). Por su parte, hEndoG
es el unico de los miembros estudiados de esta familia que no tiene actividad frente a este
tipo de sustratos, por lo que su participacién en recombinacion a través de este mecanismo
parece improbable, lo cual no implica que no pueda estar haciéndolo mediante otros
mecanismos. Por ejemplo, Huang et al. demostraron que hEndoG era la Unica enzima aislada
de células Hela capaz de producir cortes de doble cadena en la secuencia de recombinacion
del virus del herpes simple tipo 1 (HSV-1), secuencia responsable de la inversion que se
produce durante la replicacién del ADN de estos virus (138). Ademads, existen varias
publicaciones que muestran como la EndoG de mamiferos podria estar implicada en la
recombinacién del ADNn. En este punto, es importante sefalar que, pese a que EndoG es una
proteina principalmente mitocondrial, existen numerosos estudios que muestran que parte
de la proteina puede encontrarse en el nucleo (128,138-141), por lo que no es descabellado
gue pueda desempefiar un papel fisiolégico dentro de este organulo. En este sentido, se ha
mostrado que la hEndoG puede generar los cortes de doble cadena en las regiones switch del
ADN necesarias para que se inicie la recombinacién de conmutacién de clase o CSR (Class

Switch Recombination), siendo este proceso necesario para que tenga lugar la conmutacion
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de clase de inmunoglobulinas en los linfocitos B (142). Otra publicacion del afio 2014 muestra
gue EndoG puede inducir la recombinacién en la region MLLbcr del gen MLL tras la induccién
de estrés replicativo. Estos autores sugieren que EndoG podria estar cortando en la region
MLLbcr para reparar via recombinacién las horquillas de replicacién que estan estancadas
como resultado de este estrés replicativo. Sin embargo, estos cortes permiten a su vez que
tengan lugar reorganizaciones en el gen MLL, las cuales se asocian con la gran parte de las
leucemias de mal prondstico (141). Por ultimo, un ensayo llevado por Robertson et al. mostro
gue EndoG digiere preferentemente sustratos que contienen residuos de 5-
hidroximetilcitosina (5hmC) en regiones ricas en guanina (G) y citosina (C), produciendo
cortes de doble cadena como resultado de esta actividad (143). Estas regiones ricas en GC son
considerados puntos calientes o hotspots de recombinacion. Asi mismo, se ha visto que los
residuos de 5hmC tienden a acumularse en regiones en las que existe dafio en el ADN y en
hotspots de recombinacién (144). Por ultimo, un estudio publicado este mismo afno ha
demostrado que, ademas de digerir preferentemente residuos 5hmC, EndoG presenta una
afinidad hasta 50 veces mayor sobre las uniones de Holliday (estructuras del ADN en forma
de cruz que se forman durante la recombinacién) que sobre el ADNdc (145). En su conjunto,
estos resultados sugieren que EndoG estd implicada en la reparacion del ADNn mediante

mecanismos de recombinacion.

Otro de los papeles que se ha otorgado a EndoG es el de participar en la reparacion del
ADNmt. Actualmente, se sabe que las especies reactivas de oxigeno (ROS) producidas como
consecuencia de la fosforilacidon oxidativa mitocondrial son la principal causa de dafio en el
ADNmt. En este sentido, se ha demostrado que existe una correlacidn directa entre los niveles
de expresion de EndoG y el consumo de oxigeno en los distintos tejidos de rata, sugiriendo
qgue los niveles de EndoG varian con el ratio de dafio oxidativo en el ADNmt (146).
Adicionalmente, se ha demostrado que la EndoG bovina presenta mayor afinidad por el ADN
dafiado como consecuencia del tratamiento con agentes como el acido L-ascérbico o la
peplomicina, que producen cortes de cadena sencilla por la accidén de los radicales activos de
oxigeno sobre este; asi como sobre el ADN tratado con cisplatino, que causa el
entrecruzamiento intracatenario entre guaninas adyacentes. En conjunto, estos resultados
sugieren que EndoG podria participar en la reorganizacién y reparacién de las distorsiones

locales que causan estos agentes en el ADN vy, por lo tanto, estar involucrada en el
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mantenimiento del ADNmt (140). Por otra parte, se ha propuesto que hEXOG podria
participar en el mecanismo reparacién del ADN mitocondrial por escisiéon de bases (BERmit),
principal mecanismo de reparacidn del dafio oxidativo en el ADN de este organulo (147). En
la mitocondria, la ADN polimerasa y (Poly) se encarga tanto de la replicacién como de la
reparacion del ADNmt, es decir, no existe una ADN polimerasa especifica para cada uno de
estos procesos como si sucede en el nucleo. Una de las caracteristicas de la Poly es que es
muy poco eficiente reparando cortes puntuales de cadena sencilla en el ADN. Sin embargo,
su actividad aumenta notablemente cuando el numero de nucledétidos a incluir en el proceso
de polimerizacidon es mayor de dos. En este contexto, se ha propuesto que hEXOG podria
colaborar en el proceso de BERmit elongando estos cortes puntuales gracias a su actividad 5’-
exonucleasa y producido asi un sustrato éptimo para que la Poly pueda sintetizar la hebra
complementaria de forma eficiente (Figura 10) (148). En este sentido, se ha demostrado que
la disminucion en los niveles de hEXOG produce una acumulacién de cortes de cadena sencilla
en el ADNmt, no viéndose este efecto cuando se disminuyen los niveles de FEN-1 o DNA2,
enzimas mitocondriales que desempeiian un papel similar en el proceso de BER nuclear.
Adicionalmente, se ha visto que la disminucidon de los niveles de hEXOG produce una
acumulacién de ROS intracelular, probablemente a causa del mal funcionamiento
mitocondrial como consecuencia de la acumulacién de dafios en su ADN, que finalmente
conducen a la apoptosis celular. Este hallazgo muestra ademas que la acumulaciéon de dafios
en el ADNmt puede iniciar la apoptosis intrinseca en células de mamifero (149). Finalmente,
cabe destacar que hEXOG contiene una extensién en su extremo carboxilo terminal, ausente
en la mayoria de los miembros de la familia EndoG, que se estructura formando un dominio
en forma de ala sobre el centro catalitico y va a ser el responsable de la actividad 5’-
exonucleasa de esta enzima (148). Curiosamente, la EndoG de tripanosomatidos también
contienen una extension similar en su extremo C-terminal, caracteristica que serd explorada

mas adelante en los resultados de esta tesis.
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Figura 10. Representacion esquematica del mecanismo de reparacion por escision de bases en el nicleo
(izquierda) y en la mitocondria (derecha). Figura adaptada de (148).

Por ultimo, como hemos mencionado anteriormente, también se ha propuesto que EndoG
podria participar en la replicacién del ADNmt. Un ensayo llevado a cabo por Céte y Carrillo
mostré que, al menos in vitro, EndoG es capaz de generar los oligonucleétidos de ARN
necesarios para que la Poly comience la replicacion del ADNmt gracias a su actividad ARNasa
H (actividad que permite degradar el ARN en los dimeros ADN:ARN) (124). Sin embargo, esta
funcién ha sido discutida, ya que a pesar de que EndoG tiene actividad ARNasa H, no presenta
especificidad por los dimeros ADN:ARN, siendo esta cualidad tipica de este tipo de enzimas
(116). Por otra parte, una publicacion mucho mas reciente ha demostrado que el
silenciamiento de la hEndoG por ARNi reduce significativamente el inicio de la transcripcion
del ADNmt, apuntando nuevamente a la implicacidon de la enzima en este proceso (150).
Adicionalmente, en esta misma publicacion, los autores muestran que esta enzima también
podria estar involucrada en la degradacién del ADNmt dafiado, mostrando el conjunto de sus
resultados que hEndoG puede regular el equilibrio entre la degradacion y la sintesis del
ADNmt vy, por tanto, participar en el mantenimiento de su homeostasis (150). Finalmente, un
estudio del pasado afo indica que hEXOG también podria formar parte de la maquinaria de

replicaciéon del ADNmt. Segun estos autores, hEXOG actuaria eliminando los cebadores de
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ARN del extremo 5’ de la cadena de ADN que se esta sintetizando, permitiendo con ello que
la ADN ligasa Ill pueda unir los extremos de la molécula circular de ADNmt una vez terminada
la replicacion. No obstante, la capacidad de llevar a cabo este proceso solo ha sido
demostrado in vitro, por lo que seria necesario realizar estudios adicionales que demuestren

su papel in vivo (151).

En conjunto, la gran variedad de funciones en las que se ha involucrado a EndoG sefiala que
esta enzima tiene un papel dual en el desarrollo celular, siendo importante tanto para la
regulacion de la supervivencia como de la muerte de las células. Este papel dual ha sido bien
caracterizado en la levadura S. cerevisiae, donde la delecidon de Nuclp produce unincremento
de la muerte celular necrética cuando la fosforilacion oxidativa esta reprimida (en condiciones
de fermentacién), mientras que disminuye la muerte celular apoptética cuando la respiracion
mitocondrial esta incrementada (131). Otro ejemplo de este doble papel lo encontramos en
C. elegans, donde la reduccién de los niveles de CPS-6 mediante ARNi lleva a un retraso en el
crecimiento celular durante el desarrollo del nematodo; mientras que, por otra parte,
también afecta a la degradacién del ADN durante la apoptosis (129). Sin embargo, el papel
provida de EndoG en mamiferos ha sido mucho mas discutido. Por un lado, un estudio in vitro
mostré que el silenciamiento de EndoG por ARNi producia un defecto en la proliferaciéon
celular y un cambio en la distribucion del ciclo celular que se asemejaba a una parada en la
fase G,, estando este efecto normalmente asociado a la acumulacidn de dafios no reparados
en el ADNn (128). Sin embargo, el papel de EndoG in vivo es mucho mds controvertido, ya que
se han obtenido resultados contradictorios en ratones knockout en los que se ha eliminado
completamente el gen que codifica esta proteina. Para entender mejor estos resultados, es
importante sefalar que en ratones el gen de EndoG esta solapado con otro gen de funcion
desconocida. Los grupos de investigaciéon que publicaron que los ratones EndoG” no
mostraban ningun rasgo fenotipico atipico se limitaron a eliminar Unicamente el gen que
codifica para EndoG. Por el contrario, en el trabajo en el que se describe que EndoG es
necesaria para la embriogénesis, la apoptosis y la fragmentacién del ADN nuclear, ambos
genes habian sido eliminados (152-154). Adicionalmente, cabe destacar que todos estos
resultados son previos al descubrimiento de EXOG. Esta proteina surge como resultado de la
duplicacién de un gen ancestral que generd las subfamilias paralogas EndoG y EXOG en

eucariotas superiores, de forma que se ha propuesto que estas dos enzimas podrian tener
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funciones complementarias y analogas (117). Teniendo esto en cuenta, parece plausible que
al eliminar el gen de EndoG parte de sus funciones fueran compensadas por EXOG, por lo que
seria interesante estudiar el efecto de la delecién conjunta de ambos genes sobre el

desarrollo y la apoptosis en eucariotas superiores.

1.3.3 La EndoG de Leishmania infantum (LiEndoG)

Como ya se ha discutido anteriormente en esta introduccion, la idea de que existan
mecanismos de muerte celular regulada en organismos unicelulares ha sido materia de
controversia y discusiéon durante los Ultimos afios, si bien parece que esta posibilidad esta
cada vez mads aceptada. Aun asi, los mecanismos que regulan este proceso y las proteinas
involucradas en el mismo son todavia muy poco conocidas. En este sentido, la finalizacién de
varios proyectos de secuenciacion genética en tripanosomatidos ha permitido que se realicen
numerosas busquedas informaticas encaminadas a identificar proteinas similares a las que
regulan la muerte celular en eucariotas superiores. Siguiendo estas estrategias, nuestro grupo
de investigacién consiguio identificar una putativa Endonucleasa G en Leishmania infantum
(LiEndoG) cuya homologia de secuencia con las EndoGs de otros organismos la hizo postularse
como una clara candidata en la busqueda de efectores del proceso apoptdtico en este
pardsito (101). Por este motivo, la caracterizacion de LIEndoG ha sido una de las principales
lineas de investigacidn seguidas por nuestro grupo durante los Ultimos anos, siendo también
el objetivo principal perseguido en esta tesis. Por ello, describiremos a continuacién las
caracteristicas de LiIEndoG que ya conociamos antes de comenzar con este trabajo y que
sirvieron como base sobre la cual continuar nuestra investigacion y, por tanto, para obtener

los resultados que se mostraran en el siguiente capitulo de esta tesis.

Una vez conocida la secuencia de LiEndoG, nuestro grupo se planted construir un modelo
tridimensional de la proteina mediante el empleo de herramientas bioinformaticas y modelos
estructurales proteicos depositados en la base de datos Protein Data Bank (www.pdb.org).
Los primeros andlisis mostraron que tanto la endonucleasa secretada de Serratia marcescens
como la NucA de Anabaena sp. tenian una alta identidad de secuencia con LiEndoG y un
patrén de plegamiento similar, gracias a lo cual se pudo construir un primer modelo molecular
con un elevado nivel de confianza (p-valor<0.0001). Estas dos proteinas son miembros de la

superfamilia de nucleasas no especificas con dominio BBa de unién a metal, indicando que
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LiEndoG debia formar parte también de esta familia. Un analisis mas detallado de los residuos
implicados en el proceso catalitico sugirid ademas que el mecanismo de hidrdlisis del enlace
fosfodiéster llevado a cabo por LIEndoG debia ser similar al descrito para las nucleasas de
Serratia y Anabaena. Otra de las similitudes estructurales que encontramos entre LiEndoG y
la nucleasa extracelular de Serratia es que, al igual que esta, parece que su actividad catalitica
depende de la formacidn de enlaces disulfuro en su estructura, ya que LiEndoG pierde su
actividad catalitica en presencia de B-mercaptoetanol. De hecho, un andlisis de la estructura
de LiEndoG llevado a cabo con el servidor DISULFIND predijo la formacién de dos enlaces
disulfuro entre las posiciones C100-C116 y C434-C439 con un alto nivel de confianza. No
obstante, si bien es cierto que LIEndoG presenta en general un alto grado de homologia
estructural con estas proteinas, también tiene caracteristicas propias que la hacen diferente.
Una de estas diferencias es que la EndoG de Leishmania infantum, asi como en otras especies
de Leishmania y Trypanosoma, presenta en su sitio catalitico un motivo SRGH en lugar del
motivo DRGH tipico de estas enzimas, aunque las implicaciones de esta diferencia nos eran

desconocidas al inicio de esta tesis.

Nuestro siguiente paso fue purificar una LiEndoG recombinante (rLiEndoG) para poder
caracterizar su actividad nucleasa in vitro. Los resultados obtenidos por nuestro grupo
mostraron que era posible expresar y purificar la proteina rL/iEndoG de E. coli. No obstante,
es importante destacar que, tras la induccidon de la expresidn, la proteina se agregaba
rapidamente formando cuerpos de inclusidn, siendo probablemente este el motivo por el que
no tuvo un efecto téxico para las bacterias. Asi mismo, el hecho de que la proteina precipitase
hizo que no fuese posible obtenerla directamente en su forma nativa de los lisados celulares.
Por ello, hubo que someterla a un proceso de desnaturalizacidn y posterior renaturalizacién

para tratar de obtener una proteina recombinante correctamente plegada tras la purificacion.

De forma similar a lo observado para las EndoGs de otros organismos, nuestros resultados
mostraron que rLiEndoG requeria la presencia de cationes divalentes como Mg?*, Mn?* o Co?*
para su actividad. Por el contrario, la presencia de concentraciones moderadas de Na*y K*
tuvieron un fuerte efecto inhibidor sobre la actividad de esta nucleasa. Esta capacidad
inhibitoria fue aun mds marcada en el caso del potasio, siendo capaz de abolir completamente
la actividad de rLiEndoG a una concentracién de 150mM. Segun Sen et al. (92), en los

promastigotes la concentracién intracelular de K* estd habitualmente en torno a 140mM,
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mientras que disminuye a 60mM poco tiempo después de ser tratados con camptotecina,
compuesto que se utiliza para inducir la muerte celular en Leishmania. Nuestros resultados
mostraron que a una concentracion de K* de 75mM la actividad de rLiEndoG solo estaba
ligeramente inhibida, por lo que la disminucién de la concentracién de este cation durante la
muerte celular descrita por Sen et al. podria suponer un mecanismo para la activacién de la

enzima durante la apoptosis.

Como hemos comentado anteriormente, se ha mostrado que la EndoG de eucariotas
superiores se dirige a la mitocondria gracias a la presencia de un péptido sefial en su extremo
N-terminal. De forma similar, el andlisis de la secuencia de aminoacidos de LiEndoG
empleando el programa MITOPROT reveld que nuestra proteina también contenia una
secuencia de direccionamiento mitocondrial en este extremo. Posteriormente, la localizacion
mitocondrial de LiEndoG fue confirmada mediante técnicas inmunohistoquimicas que

empleaban anticuerpos anti-rLiEndoG.

Para estudiar si, tal y como se habia descrito para otras EndoGs, LIEndoG era capaz de migrar
desde la mitocondria al nlcleo como respuesta a estimulos apoptéticos, se emplearon
promastigotes transfectados con la proteina quimérica LIEndoG-eGFP. Bajo condiciones de
crecimiento normales, LiEndoG-eGFP estaba claramente localizada en la mitocondria de los
promastigotes. Sin embargo, tras el tratamiento con edelfosina, la sefial de fluorescencia
producida por la proteina quimérica se localizaba principalmente en el nucleo. Estos
resultados fueron a su vez confirmados por Western blot comparando la presencia de
LiEndoG en extractos nucleares, citosélicos y mitocondriales de promastigotes control y
tratados con edelfosina. En su conjunto, estos resultados mostraron que LIEndoG es una

proteina mitocondrial capaz de migrar al ndcleo como respuesta a estimulos apoptéticos.

Por ultimo, quisimos saber si LIEndoG podria estar participando en la degradacién del ADN
durante la muerte celular. Para testar esta hipdtesis, se transfectaron promastigotes de L.
infantum con un fragmento de ADN que contenia la secuencia codificante de LiEndoG, de
forma que estos parasitos sobreexpresaran constitutivamente la proteina. El posible efecto
de la sobreexpresion de LIEndoG sobre la fragmentacion ADN de los parasitos fue cuantificado
empleando el método TUNEL, técnica citométrica basada en cuantificar la cantidad de dUTPs
marcados que han sido incorporados a los extremos 3’OH libres presentes en el ADN gracias

a la accidn catalitica de la deoxinucleotidil transferasa terminal o TdT. Los resultados de estos
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experimentos mostraron que la sobreexpresion de LiEndoG en los promastigotes no producia
ninguna alteracidn significativa en su patron de TUNEL. Sin embargo, tras el tratamiento con
edelfosina, se observd un aumento significativo de la sefial de TUNEL en los pardsitos que
sobreexpresaban L/IEndoG en comparacidon con los controles, indicando que bajo estas

condiciones la sobreexpresidn de LIEndoG producia un aumento en la degradacién del ADN.

En su conjunto, los resultados obtenidos por nuestro grupo soportan la conclusién de que
Leishmania infantum expresa una nucleasa mitocondrial, homdloga a la EndoG de otros
eucariotas, que migra al nicleo como respuesta a estimulos apoptoéticos para participar en la

ejecucion del proceso de muerte celular en estos parasitos (101).
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Hipotesis

Ademas de su demostrado papel durante el proceso de muerte similar a apoptosis, la
Endonucleasa G de L. infantum es necesaria para el correcto crecimiento de los parasitos y,
por ello, puede ser considerada como una diana terapéutica para el desarrollo de fdrmacos

frente a la leishmaniasis.

Objetivo general

Caracterizar el papel provida de LiEndoG y la funcidn de sus dominios estructurales

especificos.
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Resultados

La OMS define las enfermedades tropicales desatendidas o NTD (Neglected Tropical Diseases)
como un conjunto diverso de enfermedades con alta prevalencia en zonas tropicales y
subtropicales de todo el planeta que afectan cada afio a mas de mil millones de personas (una
sexta parte de la poblacién mundial), provocan mas de un millén de muertes y suponen un
coste asociado de billones de délares anualmente (157). Estas enfermedades, que afectan en
mayor medida a las zonas mds pobres del planeta, pueden llegar a suponer hasta el 11% de
la carga mundial de enfermedad, por lo que representan uno de los mayores retos a los que
se enfrenta la ciencia y la salud publica. Sin embargo, el grifo de produccién de nuevos
farmacos para su tratamiento esta practicamente cerrado, recibiendo menos de un 1% de la
financiacion total para la investigacion y desarrollo de nuevos medicamentos (158). Dentro
de estas NTD algunas de las que tienen unos indices de mortalidad mds elevados son las
causadas por agentes de la familia Trypanosomatidae como son la enfermedad de Chagas
(Trypanosoma cruzi), la enfermedad del suefio (Trypanosoma brucei) y la leishmaniasis
(Leishmania spp.). Como mencionamos en la introduccidn de esta tesis, se estima que sdlo la
leishmaniasis afecta cada afio a cerca de 1 millén de personas y puede llegar a producir mas
de 50 mil muertes (11). Esta enfermedad ha ido ganando importancia durante los ultimos
anos en Europa, sobre todo en la cuenca del Mediterraneo, donde la leishmaniasis ya es
considerada una enfermedad endémica. En estos paises, la influencia de diversos factores
como la globalizacién, el cambio climatico o las migraciones masivas asociadas a conflictos
armados desde zonas endémicas ha facilitado que se puedan reunir las condiciones
necesarias para que se dé la enfermedad (la presencia del vector, un hospedador susceptible
y un reservorio), exponiendo cada vez a un mayor niumero de individuos a contraerla (12). A
esto hay que sumarle que los facultativos de estas zonas al no estar familiarizados con esta
enfermedad puedan en muchas ocasiones no realizar un correcto diagndstico diferencial, con
lo que no se administran los tratamientos adecuados a los pacientes y se facilita la libre
circulacién del parasito (159). Por ultimo, esta situacidn se ve alin mas agravada debido a que
los farmacos de los que se dispone actualmente para el tratamiento de esta enfermedad son
limitados, anticuados, toxicos y, en su mayoria, tienen varias décadas de antigliedad, lo que
ha permitido la aparicién de pardsitos resistentes a estos tratamientos. Por todo ello, es

necesario y urgente identificar tanto nuevos agentes terapéuticos con potencial para tratar
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estas enfermedades de forma efectiva y segura, como nuevas dianas moleculares que puedan
mejorar el disefio y descubrimiento de nuevos farmacos (160), siendo ambas necesidades el
leitmotiv del trabajo desarrollado en esta tesis. El resultado de este trabajo de investigacion
ha permitido la publicacidn de los tres articulos cientificos que resumimos y presentamos a

continuacion.

4.1 Los derivados de la 5'-tritiltimidina como una nueva clase de compuestos
antileishmania: la Endonucleasa G de Leishmania infantum como posible diana

terapéutica

4.1.1 Hipdtesis

Dado que los parasitos del género Leishmania son capaces de obtener nucledsidos de
pirimidina del medio extracelular, la utilizacion de compuestos derivados de este tipo
moléculas puede ser una aproximacion valida para el desarrollo de nuevos agentes con

actividad leishmanicida.

4.1.2 Objetivos

» Evaluar la actividad leishmanicida de una serie de compuestos derivados de la 5’-
tritiltimidina.

» Caracterizar el proceso de muerte celular inducido por estos compuestos.

» ldentificar la posible diana terapéutica sobre la que estos compuestos estan actuando

dentro de las células.

4.1.3 Resultados principales

En el trabajo que exponemos a continuacion se testaron dos series de derivados de timidina
con sustituyentes 5’-trifenilmetilo (5’-tritilo) frente a promastigotes y amastigotes axénicos
de Leishmania infantum. Varios de estos compuestos mostraron una potente actividad
leishmanicida, con valores de ICso en el rango micromolar. Dentro de ellos, la 3’-O-
(isoleucilisoleucil)-5’-0-(3,3,3,-trifenilpropanoil)timidina, denominado compuesto 28 en este

articulo, mostrd una actividad leishmanicida particularmente potente sobre los amastigotes
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intracelulares. Los ensayos llevados a cabo para caracterizar la muerte celular inducida por
este compuesto sobre los parasitos mostraron que es capaz de producir alteraciones
significativas en el potencial de membrana mitocondrial, aumentar la concentracién de anién
superoéxido y causar una disminucion significativa de la degradacion del ADN durante el
proceso de muerte celular. En su conjunto, nuestros resultados sugieren que esta familia de
compuestos podria tener como diana en L. infantum una proteina mitocondrial involucrada
en la degradacidon del ADN durante la muerte celular, ambos requisitos presentes en la
nucleasa LiEndoG previamente caracterizada por nuestro grupo. Finalmente, nuestros
resultados muestran que los miembros de esta familia de compuestos con actividad
leishmanicida son capaces de inhibir la actividad nucleasa de LiEndoG in vitro, lo que apoya la

hipdtesis de que esta proteina podria ser la diana sobre la que actuan.

4.1.4 Resumen

Una aproximaciéon racional para buscar nuevos farmacos frente a las enfermedades
parasitarias consiste en explorar las diferencias bioquimicas que existen entre el parasito y el
hospedador humano. Una de estas diferencias la encontramos en el metabolismo de los
nucledsidos, dado que los pardsitos del género Leishmania carecen de las herramientas
necesarias para la sintesis de novo de purinas, necesitando obtenerlos del medio extracelular.
Por ello, la busqueda de inhibidores del catabolismo de purinas y/o de sus transportadores a
través de la membrana ha sido una de las estrategias que se han empleado durante los
ultimos anos para el desarrollo de compuestos con actividad leishmanicida. Sin embargo, las
investigaciones llevadas a cabo en este sentido han mostrado que estas rutas son altamente
redundantes, pudiendo muchos de los pasos llevarse a cabo por varias enzimas o a través de
sub-rutas accesorias, por lo que su inhibicién se vuelve complicada (161). Por otra parte, si
bien Leishmania es capaz de sintetizar nucledsidos pirimidinas de novo, se ha mostrado que
estos parasitos también emplean rutas de rescate del medio extracelular para su obtencion.
En este caso, existen menos ejemplos en la literatura en la que se haya analizado el efecto de
inhibidores o antimetabolitos basados en andlogos de pirimidina, aunque si se han descrito
varios compuestos con una prometedora actividad leishmanicida (162—167). Basandonos en
estos resultados, y aprovechando que nuestro laboratorio tiene puesto a punto un

procedimiento para la evaluacién de la actividad leishmanicida de compuestos que nos
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proporcionan grupos de sintesis quimica con los que mantenemos una estrecha colaboracion,
decidimos probar una coleccién de derivados de nucledsidos de pirimidina para evaluar su
efecto frente a estos parasitos. Mas concretamente, esta serie de compuestos estaba
formada por un grupo derivados de timidina a los que se habian agregado distintos
sustituyentes en el carbono 5’ y/o 3’ de la desoxirribosa, asi como pequerias modificaciones
en la propia base pirimidinica. Los resultados de estos ensayos dieron lugar a la publicacién
del articulo 1 (5’-Trityl-Substituted Thymidine Derivatives as a Novel Class of Antileishmanial
Agents: Leishmania infantum EndoG as a Potential Target; (156)), el cual resumimos a

continuacion y puede consultarse en el apartado 4.1.5 de esta tesis.

Para testar la actividad la actividad leishmanicida de los derivados de timidina se determiné
en primer lugar la dosis de cada uno capaz de inhibir a la mitad la proliferacién de
promastigotes y amastigotes de L. infantum, es decir, su ICso. Estos primeros ensayos
permitieron comprobar que una alta proporcion de estas moléculas tenia una buena actividad
frente a los promastigotes de L. infantum, aunque mostraban valores de ICsp ligeramente
superiores cuando se trataba de amastigotes (articulo 1, tabla 1). Los compuestos que
mostraron mayor actividad leishmanicida (ICso< 25 uM) se testaron posteriormente en células
hospedadoras (Jurkat) para evaluar asi su citotoxicidad. Los valores de ICso obtenidos para
cada compuesto y linea celular, asi como la estructura molecular de los mismos, se han
adaptado del articulo mencionado anteriormente y recogido en la tabla del Anexo incluido al

final de esta tesis (156).

Nuestros resultados muestran que los distintos grupos funcionales afiadidos a la
desoxirribosa en sus posiciones 3’ 0 5’ tienen una clara influencia sobre el efecto que ejercen
estos compuestos sobre las células. En este sentido, se puede comprobar que estas moléculas
necesitan de la presencia de un grupo 3’-0O-aminoacil, o un derivado de este, para ejercer su
actividad leishmanicida, ya que la presencia de un grupo hidroxilo libre en esta posicion
(compuestos 3 y 4) da lugar a moléculas incapaces de inhibir la proliferacién de los parasitos
a las concentraciones estudiadas. Adicionalmente, si nos fijamos en la serie de moléculas con
un grupo tritil (trifenilmetil) éster en su posicién 5’ y un aminoacido en la posicién 3’
(compuestos 1 y 6-9), comprobamos como la presencia de una cadena literal hidrofébica
parece ser determinante para que el compuesto tenga una buena actividad leishmanicida.

Dos buenos ejemplos de este fendmeno son los compuestos 6 y 7, con una L-isoleucina o una
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L-ciclohexilglicina en la posicion 3’, respectivamente. Adicionalmente, se ensayaron
moléculas sustituidas en su posicion 3’ con dipéptidos (compuestos 27, 28 y 29) o un
espaciador succinato-glicol entre el aminoacido y el nucledsido (compuestos 32 y 33). Este
tipo de sustituyentes consiguieron en la mayoria de los casos disminuir la citotoxicidad estas
moléculas sin apenas afectar a su actividad leishmanicida, por lo que a priori se postulaban
como mejores candidatos para eliminar los pardsitos en el interior de la célula hospedadora.
Por ultimo, se evalud si la introduccidn de pequefias variaciones en la propia base pirimidinica
(manteniendo la L-isoleucina en la posicién 3’) podian afectar a la actividad, pero tanto el
derivado con uracilo (compuesto 20) como con 3-N-metilamina (compuesto 21) presentaron
valores de ICsq superiores a los obtenidos para la timina, por lo que se mantuvo esta base

nitrogenada para el resto de los compuestos.

En cuanto a los sustituyentes en 5, se evalud el efecto que podia producir realizar
modificaciones sobre el grupo tritilo o sobre el tipo de enlace que le unia al carbono 5’ de la
ribosa. Nuestros resultados muestran como el valor de ICsp aumenta significativamente
cuando el trifenilmetilester es reemplazado por un grupo difenilmetilester (compuesto 24),
mientras que apenas se ve alterado cuando los tres fenilos se sustituyen por 4-clorofenilos
(compuestos 25 y 26), demostrando la importancia de este grupo voluminoso para la
actividad de estas moléculas. Adicionalmente, se ensayaron compuestos en los que el grupo
tritilo se unia a la ribosa mediante un enlace amida o éter en lugar de un enlace éster. En el
primer caso los compuestos 15 y 16 fueron inactivos, por lo que podemos afirmar que el
enlace tipo amida actla en detrimento de la actividad de este tipo de moléculas. En el
segundo caso, los compuestos 2, 34, 37 y 38 mostraron buena actividad frente a
promastigotes y amastigotes, asi como baja citotoxicidad, por lo que la unién del grupo tritilo

a través de un enlace éter también produce compuestos con buena actividad leishmanicida.

El andlisis quimico realizado hasta este momento nos sirvié para definir la influencia que
tienen los distintos grupos funcionales sobre la capacidad de estas moléculas para actuar en
los promastigotes y amastigotes axénicos. Sin embargo, era necesario comprobar que este
efecto se trasladaba a los pardsitos intracelulares, ya que este es el estado en el que se
encuentran cuando estan infectando al organismo hospedador. Por ello, seleccionamos los
compuestos 2, 6, 28, 32, 33, 37 y 38 por tener una actividad leishmanicida potente y una

citotoxicidad moderada frente a células Jurkat y se explord su actividad antileishmania sobre
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los amastigotes intracelulares contenidos en células THP-1 infectadas. La mayoria de estos
compuestos consiguieron disminuir el nimero de células infectadas entre un 20-40%, pero
sélo el compuesto 28, con una disminucion de casi el 90% de macroéfagos infectados, mostré
una actividad leishmanicida semejante a la obtenida para el tratamiento con edelfosina que

se incluyé como control (articulo 1, figura 2).

Teniendo en cuenta los resultados anteriores, pensamos que podia ser interesante explorar
el proceso de muerte que producia el compuesto 28 en Leishmania. Nuestros resultados
muestran que esta molécula es capaz de inducir cambios en la actividad de la Unica
mitocondria presente en estos parasitos, produciendo una repentina hiperpolarizacién de su
membrana mitocondrial (articulo 1, figura 3a) acompanada de un aumento de la produccién
de anién superdéxido (O27) en este organulo (articulo 1, figura 3b), pudiendo estos eventos ser
los desencadenantes de la muerte celular. Asi mismo, evaluamos por citometria de flujo el
contenido de ADN de los pardsitos tratados con este compuesto, observandose una
disminucion significativa en el nimero de pardsitos con el ADN degradado (hipoploides)
respecto a aquellos tratados con la droga control (estaurosporina), a pesar de que en ambos
tratamientos el porcentaje de pardsitos no viables era aproximadamente del 50% (articulo 1,

figura 4).

La disminucién en el porcentaje de parasitos hipoploides tras el tratamiento con el
compuesto 28, unida a su efecto sobre el Ayn y la produccién de Oy, parecian indicar que la
diana sobre la que estaba actuando esta molécula podria ser una proteina mitocondrial que
mediase en la degradacion del ADN durante el proceso de muerte celular, coincidiendo esta
localizacidon y papel con el descrito por nuestro grupo para LiEndoG (101). Es importante no
olvidar que en eucariotas superiores la principal nucleasa mitocondrial encargada de
degradar el ADN durante la muerte celular es CAD, no obstante, no se han encontrado
proteinas homologas a esta nucleasa en Leishmania infantum, siendo al menos hasta el

momento LiEndoG la principal candidata a ejercer esta funcidn en estos parasitos.

Por tanto, nuestro siguiente paso fue comprobar si estas moléculas realmente podian estar
actuando sobre LiEndoG. Para ello, llevamos a cabo una serie de ensayos fluorimétricos que
nos permitian evaluar el efecto que tenian estos compuestos sobre la actividad nucleasa de
esta enzima (articulo 1 figura 5). Estos experimentos no solo nos permitieron demostrar que

los derivados de timidina son capaces de inhibir la actividad nucleasa de LIEndoG in vitro, sino
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gue ademas mostraron que existe una relacion directa entre la inhibicion enzimatica que
producian y su capacidad de inhibir la proliferacion de los promastigotes y amastigotes de L.
infantum. Es decir, los compuestos que presentaban valores de ICso mas bajos y, por tanto,
tenian mayor capacidad leishmanicida, eran a su vez los que mas inhibian la actividad de
LiEndoG, y viceversa (articulo 1, figura 5b). Asi mismo, pudimos comprobar como el efecto
del compuesto 28 sobre la actividad de LiEndoG era dependiente de su dosis, por lo que
inequivocamente estaba actuando sobre esta proteina (articulo 1, figura 5a). Este mismo
resultado se obtuvo para el compuesto 37, denominado Lei49 en el articulo 2 de esta tesis

(articulo 2, figura 5) (168).

El conjunto de los resultados mostrados hasta ahora sugiere que LIEndoG es probablemente
la diana sobre la cual estan actuando estos derivados de timidina en los parasitos. Nuestro
grupo ya habia demostrado que LiEndoG es un miembro de la familia de las nucleasas no
especificas con un dominio BBa de unién a metal que participa en el proceso apoptético en
L. infantum translocdndose al nucleo y contribuyendo a la degradacién del ADN gendmico
(101). Sin embargo, como se comenté ampliamente en la introduccién de esta tesis, se han
descrito otros papeles para las proteinas de esta familia ademds del de la ejecucién de la
muerte celular. En este sentido, estas nucleasas han mostrado ser necesarias para el
crecimiento normal de varios organismos, apuntando a que podrian desempefiar también un
papel provida que probablemente estd relacionado con su implicacién en la homeostasis del
ADN mitocondrial y gendmico (129,131,169). Otro ejemplo de este posible papel provida lo
encontramos en el articulo publicado por McDermott-Roe et al., en el cual demuestran que
los ratones carentes de EndoG (EndoG7") tienen la respiracién mitocondrial deteriorada y
muestran un aumento en la produccién de especies reactivas de oxigeno, asi como una
disminucion en la ratio de ADN mitocondrial frente al gendmico (170). Nuestros experimentos
nos han permitido comprobar que, al menos el compuesto 28, produce un efecto similar al
observado por McDermott-Roe sobre la mitocondria de estos parasitos, causando una
hiperpolarizacién de la membrana mitocondrial y un aumento en la concentracién de anién
superoxido. Teniendo en cuenta todo lo anteriormente expuesto, el conjunto de nuestros
resultados sugiere que el bloqueo de LiEndoG y, por tanto, de sus posibles funciones provida

para el mantenimiento de la homeostasis celular, podria ser la responsable de la actividad
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leishmanicida de esta familia de compuestos, convirtiéndola en una potencial diana

terapéutica.
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4.1.5 Articulo 1
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5'-Trityl-Substituted Thymidine Derivatives as a Novel
Class of Antileishmanial Agents: Leishmania infantum

EndoG as a Potential Target

Elena Casanova,” David Moreno,”™ Alba Gigante,” Eva Rico,* Carlos Mario Genes,”
g
Cristina Oliva,”’ Maria-José Camarasa,” Federico Gago,"’ Antonio Jiménez-Ruiz,

Jestis Pérez-Pérez*™

Two series of 5'-triphenylmethyl (trityl)-substituted thymidine
derivatives were synthesized and tested against Leishmania in-
fantum axenic promastigotes and amastigotes. Several of these
compounds show significant antileishmanial activity, with 1T,
values in the low micromolar range. Amaong these, 3-0-(isoleu-
cylisoleucyl)-5'-0-(3,3,3-triphenylpropanoyl)thymidine  displays
particularly good activity against intracellular amastigotes.

Introduction

Leishmaniasis, one of the most prevalent neglected diseases, is
a major health problem in tropical and subtropical countries,
with more than 12 million people affected and about 200 mil-
lion persons at risk of infection. The manifestation of this dis-
ease can be cutaneous, diffuse cutaneous, mucocutaneous, or
visceral." It is transmitted to humans by the bite of an infected
insect vector, the female Phlebotominae sand fly. The Leishma-
nia parasite is present in two different forms: the promastigote
form in the vector, and the amastigote form in the mammalian
host.

Unfortunately, the arsenal of available drugs to combat the
various forms of leishmaniasis is very limited. Pentavalent anti-
maonials, pentamidine, amphaotericin B, and miltefosine are cur-
rently the maost effective compounds against this family of dis-
123 However, treatment with most of these is usually ac-
companied by significant side effects. These include severe
acute pancreatitis and cardiac arhythmia for the antimonials;
nephrotoxicity or even anaphylaxis for amphotericin B; renal,
pancreatic, and hepatic toxicities for pentamidine; and an ex-
tremely long half-life for miltefosine that favors the develop-
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Assays performed to characterize the nature of parasite cell
death in the presence of the tritylthymidines indicated signifi-
cant alterations in mitochondrial transmembrane potential, an
increase in superoxide concentrations, and also significant de-
creases in DNA degradation during the cell death process. Re-
sults point to the mitochondrial nuclease LiEndoG as a target
for the action of this family of compounds.

ment of resistance, which is a serious problem common to
many of these drugs” Therefore, there is an urgent need for
the development of new antileishmanial agents based on mo-
lecular scaffolds distinct from those explored thus far. It can be
speculated that by exploring different molecular framewaorks,
we may obtain bioactive compounds with a mechanism of
action different from those of drugs in current use.

Focusing on nucleoside metabolism, Leishmania species lack
the metabolic pathway for de novo synthesis of purine nucleo-
sides. Therefore, salvage of purines is an obligatory pathway
and has been the focus of considerable interest In contrast,
the situation is quite different for pyrimidines, the metabolism
of which has generally been considered less susceptible to
therapeutics than the pathway of purine salvage” Indeed, to
the best of our knowledge, there are very few examples of pyr-
imidine nucleosides such as S-substituted pyrimidine nucleo-
sides”™"™ with reported antileishmanial activity in vitro. None-
theless, it is reasonable to expect that improved knowledge
about the enzymes involved in pyrimidine biosynthesis may
afford new targets. In this respect, a thymidine kinase in
L. major was recently identified and shown to be involved in
flagellum formation, promastigote shape and growth, and viru-
lence.™ Another interesting example comes from the search
for inhibitors of the parasitic dUTPase, in which 5-O-trityl-3'-0-
TBDMSI-2 -deoxyuridine was identified as an inhibitor of L do-
novani replication, with an IC;, value of 17 pm. However, fur-
ther careful research revealed that this activity could not be as-
cribed to the inhibition of the related L. major dUTPase, as the
compound was virtually inactive against the isolated enzyme,
indirectly suggesting the involvement of a yet unidentified
molecular target."
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Based on these findings, we decided to evaluate our own
collection of 5'-trimethylphenyl (trityl)-substituted pyrimidine
nucleosides and analogues against L. infantum promastigotes.
We found that 5'-tritylthymidine derivatives with a valine ester
at the 3'-position (compounds 1 and 2, Figure 1) were able to
efficiently inhibit promastigote replication at a concentration
of 12.5 um. Interestingly, the corresponding 3’-hydroxy ana-
logues 3 and 4 (Figure 1) were virtually inactive.

o 0
\kaH \f‘\NH
Ph o N/J*o Ph.__O NAO
P Y 0 oS o
Ph O Ph
0 0
HoN HoN

1: 75% inhibition at 12.5 uM  2: 90% inhibition at 12.5 uM

(¢}
NH | NH

LA
Ph o N"So Ph_O
U T Lo P -0
Ph O Ph
OH

OH
3: no inhibition at 25 uM 4: 29% inhibition at 12.5 um

N~ "0

Figure 1. 5'-Trityl nucleosides initially tested against L. infantum promasti-
gotes.

The work described herein includes the synthesis and bio-
logical evaluation of various analogues of our prototype com-
pounds 1 and 2 by varying the nature of the amino acid at the
3'-position, by modifying the nexus at the 5'-position connect-
ing the nucleoside and the trityl substituent, by introducing
subtle changes at the base moiety, and by elongating the sub-
stituent at the 3’-position either by preparing dipeptidyl deriv-
atives or by including a spacer between the 3'-hydroxy group
and the amino acid residue. The observed changes in mito-
chondrial activity, together with the surprisingly low percent-
age of hypoploid cells in the population of treated parasites,
led us to the identification of L.infantum endonuclease G
(LIEndoG), a mitochondrial nuclease, as a target for these mole-
cules.

Results and Discussion
Chemistry

The synthesis of prototype compound 1 and 3’-O-aminoacyl
analogues 6-9 is illustrated in Scheme 1. Reaction of thymidine
5 with 3,3,3-triphenylpropionic acid under Mitsunobu condi-
tions (Ph;P and DBAB) effectively afforded the 5'-substituted
compound 3 in 88% vyield. The coupling of 3 with various
amino acids protected as their corresponding Boc derivatives
was performed in the presence of PyBOP and triethylamine.
The amino acid derivatives incorporated were Boc-Val-OH, Boc-
lle-OH, Boc-cHexGly-OH, Boc-p-Val-OH, and Boc-Ser(OSi-

© 2013 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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Scheme 1. Reagents and conditions: a) triphenylpropionic acid (2.0 equiv),
PPh; (2.0 equiv), DBAD (2.0 equiv), DMF, 0°C, 1.5 h, 88%; b) 1. Boc-Xaa-OH
(2.0 equiv), PyBOP (1.2 equiv), Et;N (2.5 equiv), CH,Cl,, 0°C, overnight; 2. TFA
(23 equiv), CH,Cl,, RT, 3-5 h (1, 63%; 6, 63%; 7, 52%; 8, 62%; 9, 52%).

Me,tBu)-OH. After coupling, treatment with trifluoroacetic acid
(TFA) removed the Boc protecting group together with the Si-
Me,tBu group in the side chain of the Ser derivative to afford
the NH,-free compounds 1 and 6-9. Based on the results ob-
tained and synthetic accessibility, the amino acids of choice for
the next series of compounds were L-Val and L-lle.

Our next aim was to modify the linker at the 5'-position con-
necting the nucleoside and the trityl substituent by replace-
ment of the ester group at the 5-position by the correspond-
ing amide. This required the synthesis of 5-amino-5'-deoxythy-
midine as the key intermediate that had been described by Tel-
zlaff et al.™ Thus, treatment of thymidine with tetrachloroph-
thalimide under Mitsunobu conditions, as described, afforded
tetrachlorophthalimido compound 10 (Scheme 2). However,
treatment of 10 with hydrazine hydrate to obtain 5-amino-5'-
deoxythymidine gave, in our hands, a compound difficult to
isolate and handle. We therefore decided to introduce a pro-
tecting group at the 3’-position of 10 prior to its transforma-
tion into the amino derivative.

Thus, compound 10 was allowed to react with tBuMe,SiCl in
the presence of imidazole to provide the 3'-protected nucleo-
side 11 (Scheme 2). Reaction of 11 with hydrazine hydrate led
to the 5-amino derivative 12 in 96 % yield. This amino nucleo-
side was subjected to a BOP-mediated coupling with 3,3,3-tri-
phenylpropionic acid to afford amide 13 in excellent yield. Re-
moval of the 3’-O-silyl protecting group (compound 14) fol-
lowed by coupling of the amino acids at the 3’-position and
Boc deprotection afforded the desired nucleosides 15 and 16,
with Val and lle residues at the 3'-position, respectively
(Scheme 2).

Our next goal was to evaluate how subtle modifications at
the pyrimidine base of the nucleoside affects their activity

ChemMedChem 0000, 00, 1-15
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Scheme 2. Reagents and conditions: a) TBDMSCI (1.5 equiv), imidazole

(3.0 equiv), DMF, RT, overnight, 77 %; b) H,NNH,H,O (3.0 equiv), EtOH, reflux,
1 h, 96 %; c) triphenylpropionic acid (1.5 equiv), BOP (1.5 equiv), Et;N

(1.5 equiv), CH,Cl,, RT, overnight 95%; d) 1 N HCI, THF, RT, overnight, 93 %;
e) 1. Boc-Val-OH or Boc-lle-OH (2.0 equiv), PyBOP (1.2 equiv), Et;N

(2.5 equiv), CH,Cl,, 0°C, overnight; 2. TFA (23 equiv), CH.Cl,, RT, 3-5 h (15,
60%; 16, 70%).

against in vitro parasite growth. Reaction of 2'-deoxyuridine
(17, Scheme 3) with 3,3,3-triphenylpropionic acid under Mitsu-
nobu conditions afforded the 5'-substituted nucleoside 18 in
70% vyield. Alternatively, reaction of the 5-substituted thymi-
dine derivative 3 with methyl iodide in acetone in the pres-
ence of potassium carbonate under microwave (MW) irradia-

:>& Res :>& o

NH,

18:R'=R2=H OH o

19: R'=R2= CHj4 o]
20:R'= R2 H
21:R'=R2=CH;,

Scheme 3. Reagents and conditions: a) triphenylpropionic acid (2.0 equiv), PPh,

K,CO; (0.5 equiv),
acetone, 100°C, 1 h, MW, 85%; c) 1. Boc-lle-OH (2.0 equiv), PyBOP (1.2 equiv), Et;N

(2.5 equiv), CH,Cl,, 0°C, overnight; 2. TFA (23 equiv), CH,Cl,, RT, 3-5 h (20, 63 %; 21,

(2.0 equiv), DBAD (2.0 equiv), DMF, 0°C, 1.5 h, 70%; b) Mel (4.0 equiv),

80%).
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Scheme 4. Reagents and conditions: a) diphenylpropionic acid or 3,3,3-tris(4-
chlorophenyl)propionic acid (2.0 equiv), PPh; (2.0 equiv), DBAD (2.0 equiv),
DMF, 0°C, 1.5 h (22, 51%; 23, 61%); b) 1. Boc-lle-OH or Boc-Val-OH

(2.0 equiv), PyBOP (1.2 equiv), Et;N (2.5 equiv), CH,Cl,, 0°C, overnight; 2. TFA
(23 equiv), CH,Cl,, RT, 3-5 h (24, 58%; 25, 55%; 26, 66 %).

tion at 100°C for 1h led to the 3-N-methyl analogue 19 in
85% yield. Both nucleosides 18 and 19 were subjected to
PyBOP-mediated coupling with Boc-lle-OH followed by treat-
ment with TFA to yield the respective lle derivatives 20 and
21.

We also modified the ester group at the 5'-position of the
nucleoside by replacing the triphenylpropanoyl group with
structurally related analogues. For this purpose, we selected
two commercial acids: 3,3-diphenylpropionic acid and 3,3,3-
tris(4-chlorophenyl)propionic acid. Thus, reaction of thymidine
5 with the above-mentioned acids under Mitsunobu conditions
afforded the 5'-substituted thymidine derivatives 22 and 23 in
51 and 61 % vyields, respectively (Scheme 4). Reaction
of 22 with Boc-lle-OH followed by treatment with
TFA vyielded 24 (58% yield). Similarly, reaction of 23
with Boc-Val-OH and Boc-lle-OH, followed by Boc re-
moval, led to the target compounds 25 and 26 in 55
and 66 % respective yields.

We next focused our interest on the 3’-position of
the nucleoside. Starting from the 3'-O-aminoacyl de-
rivatives 1 and 6, we decided to incorporate an addi-
tional amino acid to prepare dipeptidyl derivatives.
Thus, reaction of 1 with Boc-lle-OH and treatment
with TFA afforded the dipeptidyl nucleoside 27
(Scheme 5). Similarly, reaction of the isoleucyl deriva-
tive 6 with Boc-lle-OH or Boc-Val-OH, followed by
Boc removal, yielded the lle-lle compound 28 and
the Val-lle analogue 29.

A second series of modifications at the 3’-position
of the prototype compound 1 consisted of introduc-
ing a spacer between the 3'-hydroxy group of the
nucleoside and the amino acid derivative. The pro-
posed spacer incorporated a succinate and an ethyl-
ene glycol, as recently employed in the coupling of
amino acids to the antiviral cidofovir.™ Thus, reac-
tion of 3 with succinic anhydride in pyridine in the
presence of DMAP afforded the hemisuccinate 30 in
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Scheme 5. Reagents and conditions: a) 1. Boc-lle-OH or Boc-Val-OH
(2.0 equiv), PyBOP (1.2 equiv), Et;N (2.5 equiv), CH,Cl,, 0°C, overnight; 2. TFA
(23 equiv), CH,Cl,, RT, 3-5 h (27, 54%; 28, 50%; 29, 82 %).

82% yield (Scheme 6). Further reaction of 30 with ethylene
glycol using PyBOP as the condensation agent afforded alcohol
31 (53% yield). This alcohol was treated with Boc-Val-OH or
Boc-lle-OH in the presence of PyBOP, followed by removal of
the Boc protecting group. In this way, conjugates 32 and 33
were obtained (36 and 35% respective yields for the two
steps).

The trityl ether 2 had also been identified as an interesting
hit in our initial screen of L. infantum promastigote replication
inhibitors. Based on the significant structural similarity be-
tween ester 1 and ether 2, in the trityl ether series we per-
formed only those modifications that led to the most success-
ful compounds in the ester series. Condensation of 5-O-tri-
tylthymidine™ (4, Scheme 7) with Fmoc-Val-OH or Fmoc-lle-
OH was performed in the presence of PyBOP, followed by re-
moval of the Fmoc protecting group with piperidine. In this
way the 3’-0-Val 2 and 3'-O-lle derivatives 34 were obtained
(74 and 65% yield, respectively). On the other hand, reaction
of 5-O-tritylthymidine (4) with succinic anhydride in dichloro-
methane in the presence of triethylamine and DMAP afforded

OQO
O O

%
7<_§
S =

b ( 32:R=H
31: R = CH,CH,0H 33;R=CHs Z

o
NH
o 2
R
Scheme 6. Reagents and conditions: a) succinic anhydride (2.0 equiv), DMAP (1.0 equiv),
pyridine, RT, overnight (82 %); b) ethylene glycol (10.0 equiv), PyBOP (1.3 equiv), Et;N

(1.3 equiv), CH,Cl,, RT, overnight (53%); c) 1. Boc-Val-OH or Boc-lle-OH (2.0 equiv), PyBOP
(2.5 equiv), CH,Cl,, 0°C, overnight; 2. TFA (23 equiv), CH,Cl,, RT, 3-5 h

(1.2 equiv), Et;N
(32, 36%; 33, 35%).
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Scheme 7. Reagents and conditions: a) 1. Fmoc-Val-OH or Fmoc-lle-OH

(2.0 equiv), PyBOP (1.2 equiv), Et;N (2.5 equiv), CH,Cl,, 0°C, overnight; 2. pi-
peridine, CH,Cl,, RT, 1 h (2, 74%; 34, 65 %); b) succinic anhydride (2.0 equiv),
DMAP (1.0 equiv), pyridine, RT, 7 h (37, 96 %; 38, 71 %).

the hemisuccinate 35 in 82% vyield. BOP-mediated condensa-
tion with ethylene glycol gave alcohol 36 (92% yield), which
was coupled to Fmoc-Val-OH or Fmoc-lle-OH, followed by pi-
peridine treatment to afford conjugates 37 and 38 (96 and
71% respective yields).

Biological evaluation

The synthesized compounds were initially screened
against the promastigote form of L. infantum. Those
compounds showing significant activity in this assay
(ICsp <25 um) were also tested against amastigotes
and, to measure their cytotoxicity against human cell
lines, proliferating Jurkat cells. The ICs, values ob-
tained are listed in Table 1. Miltefosine was included
as a reference compound.

In the trityl ester series and concerning the evalua-
tion of the 3’-O-aminoacyl derivatives 1 and 6-9
against promastigotes, it is clear that the presence of
an amino acid is required for effective inhibition.
Moreover, the nature of the amino acid side chain
has a clear impact on the antileishmanial effect.
Whereas the L-Ser derivative 9 was virtually inactive
(ICso> 25 um), moderate activity (5 um <ICs, <10 um)
was observed for L- and p-Val derivatives 1 and 8,
and good activity (ICs, <5 um) was shown when L-lle
and L-cHexGly were included at the 3’ position (com-
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Table 1. In vitro activity of the synthesized trityl esters, amides, and
ethers against the promastigote form of L. infantum, the amastigote form
of L. infantum, and Jurkat cells.®

1C5o [um]
Compd Promastigote Amastigote Jurkat
1 7.67+0.21 >25 16.9+05
2 2.88+0.13 10.63+0.44 171422
3 >25 ND ND
4 >25 ND ND
6 34406 7.33+0.04 9.87+1.8
7 35£06 6.33+0.01 139+£07
8 6.51+£0.03 22.60+1.52 153404
9 >25 ND ND
15 >25 ND ND
16 >25 ND ND
20 7.314£3.22 12.76 =0.25 9.3+03
21 5.87+0.75 9.68+£0.36 10.6+0.9
24 17.29+1.64 >25 224+1
25 259+0.24 449+0.52 6.83+0.1
26 6.56+£0.05 7.07£0.02 9.9+0.3
27 6.67£0.23 22.33+0.31 16.2+1.1
28 1.314+0.09 11.75+0.74 159106
29 599+0.33 13.42+0.14 8.28+1.0
32 6.38+1.17 14.52+1.40 249+23
33 3.78+0.14 8.65+0.51 209+1.2
34 2.22+£0.09 6.11£0.01 7.0+0.9
37 4.33£0.05 6.44+£0.01 17.2+09
38 4.51+0.65 7.37+£0.02 15.6+15
miltefosine 46.45+3.03 3.96+0.53 48
[a] Values are expressed as the mean + SEM of three independent experi-
ments; ND: not determined.

pounds 6 and 7, respectively). Therefore, it can be concluded
that a hydrophobic side chain of the amino acid is the pre-
ferred substituent for this position. Compounds 6 and 7 main-
tained good activity when assayed against amastigotes.
Interestingly, the antiparasitic effect was significantly de-
creased by changing the linker between the trityl substituent
and the 5’-position of the nucleoside from an ester to an
amide (compare esters 1 and 6 with the corresponding amides
15 and 16). On the other hand, subtle changes in the pyrimi-
dine base (while maintaining L-lle at the 3'-position) decreased
activity against promastigotes, as evidenced by the fact that
both the uracil (20) and 3-N-methylthymine (21) derivatives
showed ICy, values >5 um. The ICs, value increased significant-
ly if the triphenylmethyl ester was replaced by the correspond-
ing diphenylmethyl derivative (compound 24). On the other
hand, the 5'-tris(4-chlorophenyl)propanoyl compounds with
either Val or lle at the 3'-position (25 and 26, respectively)
maintained ICs, values close to 5 pum in promastigotes, show-
ing a strikingly similar activity in amastigotes. 1C;, values
against Jurkat cells are twofold higher than against the para-
sites. Moving back to the triphenylpropanoyl compounds, cou-
pling of dipeptides at the 3’-position (27-29), or incorporation
of a succinate-glycol spacer between the nucleoside and the
amino acid (32 and 33) caused minimal variations in 1Cs,
values relative to the single amino acid derivatives 1 and 6,
except that toxicity toward Jurkat cells was notably decreased
for most of them. In general, the compounds are less active
against amastigotes than against promastigotes, yet a signifi-
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cant number of them show IC;, values in the low micromolar
range (<10 um) against the amastigote form of the parasite.
Among the most active compounds are lle derivative 6,
cHexGly derivative 7, 5'-tris(4-chlorophenyl)propanoyl com-
pounds with Val or lle at the 3'-position (25 and 26, respective-
ly), those with dipeptides coupled at the 3’-position (com-
pound 28), and the succinate-glycol-lle derivative 33.

Concerning the trityl ether derivatives 2, 4, 34, 37, and 38,
all of the 3’-substituted compounds were active against L. in-
fantum promastigotes, with 1Cs, values <5 um. Except for com-
pound 2 (IC5,= 10 pm), all of them also showed significant in-
hibitory activity against amastigotes, with ICs, values in the
5 M range. Also in this case, ICs, values against Jurkat cells
were three- to fourfold higher than against the parasites.

Leishmanicidal activity was also assayed in amastigote-in-
fected phorbol myristate acetate (PMA)-differentiated THP-
1 cells by flow cytometry."® Seven compounds were selected
on the basis of their high activity against axenic parasites and
moderate toxicity in Jurkat cells. Accordingly, compounds 2, 6,
28, 32, 33, 37, and 38 were assayed over the course of 48 h in
differentiated THP-1 cells infected with L. infantum amastigotes
expressing green-fluorescent protein (eGFP); infected cells
were identified by the green fluorescence emitted by their in-
tracellular amastigotes (Figure 2).
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Figure 2. Inhibition of intracellular infection rates: PMA-differentiated THP-

1 cells were infected with amastigotes expressing green-fluorescent protein
(eGFP). Percentages of infection were evaluated by counting the number of
green-fluorescent PMA-differentiated THP-1 cells by flow cytometry. All com-
pounds were assayed at 15 pm. Edelfosine (Edel.) was assayed at 3 um. Error
bars represent standard deviation; results are representative of three inde-
pendent experiments.

Most of the compounds assayed were able to decrease the
number of infected cells by approximately 20-40%, but only
compound 28 showed a leishmanicidal activity against intra-
cellular parasites similar to that observed for the control drug
edelfosine (87% decrease in the number of infected macro-
phages), with an estimated ICs, value of 8.0+0.15 pum. Accord-
ing to these results, compound 28 was selected for the study
of death-related processes in the parasites. Changes in the mi-
tochondrial transmembrane potential (A¥,,) of logarithmically
growing L. infantum promastigotes were measured with the
potentiometric probe TMRM.'”! The results presented in Fig-
ure 3a indicate a rapid but transient increase in the mean
AY,, when the parasites were incubated with 28 at 10 pm, as
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shown by the significant increase in the TMRM-derived fluores-
cence observed during the first 20 min of treatment. The mean
values of fluorescence are restored to that of the control para-
sites after 80 min exposure to the compound. The mitochon-
drial proton gradient uncoupler carbonyl cyanide m-chloro-
phenyl hydrazone (CCCP, 100 um) was added as a positive con-
trol of mitochondrial depolarization.

Changes in mitochondrial transmembrane potential are fre-
quently associated with variations in superoxide (02'~) produc-
tion that can be detected by flow cytometry with specific
probes such as MitoSOX™. The increase in MitoSOX-derived
fluorescence over the first 20 min of treatment with compound
28, similar to that observed during the same period in the anti-

20+
0 T T T 1
0 20 50 80 110
t/ min —
b) 45.
-+-- DMSO
48 -u- 28 /4(\"\_.
411 — - Antimycin A /" +
391 p

50
t/ min —>

Figure 3. a) Analysis of mitochondrial transmembrane potential (A¥,,):
TMRM-derived fluorescence in L. infantum promastigotes treated with com-
pound 28 (10 pum) or with the uncoupler CCCP (100 um). Y-axis values repre-
sent the mean fluorescence (F) of the entire population of living cells. Para-
sites treated with an equivalent concentration of DMSO used as solvent are
included as a control (DMSO). Fluorescence was analyzed by flow cytometry
(n=3). Samples were collected and analyzed at 20, 50, 80, and 110 min of
treatment. Error bars represent standard deviation; results are representative
of three independent experiments. b) Analysis of intra-mitochondrial super-
oxide concentration: MitoSOX-derived fluorescence in L. infantum promasti-
gotes treated with compound 28 (10 um) or with antimycin A (20 um). Y-axis
values represent the mean fluorescence (F) of the entire population of living
cells. Parasites treated with an equivalent concentration of DMSO used as
solvent are included as a control (DMSO). Fluorescence was analyzed by
flow cytometry (n=3). Samples were collected and analyzed at 20, 50, and
90 min of treatment. Error bars represent standard deviation; results are rep-
resentative of three independent experiments. The mean value of the treat-
ments differ from that of the DMSO control with p values < 0.05 (**) or
0.005 (**%).
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mycin-treated cells, is indicative of an accumulation of 02~
inside the mitochondrion (Figure 3b). Accordingly, compound
28 induces changes in the activity of the single mitochondrion
of the parasites, causing its sudden hyperpolarization and
a concomitant increase in superoxide production that eventu-
ally leads to cell death.

Figure 4a shows bi-parametric plots of forward scatter (Fs)
and propidium iodide (PI) staining of control, staurosporine-,
and 28-treated parasites. The lower right quadrant (C4) repre-
sents healthy parasites displaying no alterations in shape or
plasma membrane integrity, which constitute 96 % of the pop-
ulation of the untreated control parasites. This number is de-
creased to 54 and 56% as a consequence of 24 h treatment
with staurosporine (17 um ) or 28 (10 um), respectively. Events
in any of the other three quadrants are representative of para-
sites that are either dead or in the process of dying. DNA con-
tent in the treated parasites was analyzed by flow cytometry.
Surprisingly, although staurosporine and compound 28 at the
indicated concentrations cause a similar deleterious effect in
the population (Figure 4a), the process of DNA degradation as-
sociated with cell death is much lower in 28-treated parasites
(19% of hypoploid cells) than in staurosporine-treated para-
sites (39% of hypoploid cells) (Figure 4b). The decreased per-
centage of hypoploid parasites after treatment with 28, to-
gether with its effect on A¥,, and 02"~ production, led us to
postulate that the target for this compound could be a mito-
chondrial protein that mediates nuclear DNA degradation
during the cell-death process. The recently characterized LiEn-
doG protein fulfills both requisites.!"®

Accordingly, the nuclease activity of this enzyme in the pres-
ence of increasing concentrations of 28 was evaluated in a fluo-
rimetric assay. Purified recombinant LiEndoG was incubated
with a double-stranded DNA probe (16 nucleotides long) that
contains 6-carboxyfluorescein (FAM) attached to both 3" ends
and tetramethylrhodamine (TAMRA) bound to both 5’ ends. In
the undigested probe, FAM-derived fluorescence is quenched
by the proximity of TAMRA. Digestion of any of the two oligo-
nucleotides causes separation of the fluorophore from the
quencher, so that a fluorescent signal can then be emitted.
Fluorescence generated as a consequence of the nuclease ac-
tivity of LIEndoG clearly diminishes in the presence of increas-
ing concentrations of compound 28 (Figure 5a). This inhibitory
effect on LIEndoG was also assayed for compounds 3, 4, 6, and
25. Reactions in the presence of compounds 3 and 4 at 25 um
were very slightly inhibited relative to the control reaction,
which indicates that the substituent at the 3’ position is impor-
tant for LiEndoG inhibitory activity. Compound 6 showed mod-
erate inhibitory activity, whereas compounds 25 and 28 dis-
played high capacity for LIEndoG inhibition. Thus, the ability of
the compounds to inhibit LIEndoG activity strongly correlates
with their leishmanicidal capacity, and the presence of sub-
stituents at the 3’-position is essential for both activities.

Based on the ability of compound 28 to inhibit LIEndoG ac-
tivity and also to decrease intracellular infection rates without
causing severe cell damage, we decided to gauge the evolu-
tion of this compound in PMA-differentiated THP-1 cells. Thus
a sample of 28 was incubated with in cell-free extract of these
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Two series of 5'-trityl-substitut-
ed thymidine derivatives were
synthesized and assayed against

L. infantum promastigotes and
amastigotes. A significant

number of these compounds
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Figure 4. DNA degradation in treated parasites: a) Bi-parametric plots of forward scatter (Fs) and propidium
iodide (PI) staining of DMSO (Control), 17 um staurosporine- and 10 pm compound-28-treated parasites. Healthy
parasites without alterations in shape or plasma membrane integrity are located in the lower right quadrant (C4).
b) DNA content in the parasite populations shown in panel a). Cell-cycle distributions of the parasites along the
G;, S, or G,/M phases are indicated. Percentages of parasites with decreased DNA content (hypoploid parasites)
are indicated (H); n=number of events; Pl=propidium iodide-derived fluorescence.

cells at 37°C, and the stability of the compound was moni-
tored by HPLC at various time points. Compound 28 evolved
toward the lle derivative 6 and further to the free 3'-hydroxy
compound 3. In contrast, compound 28 is perfectly stable in
PBS after 24 h incubation at 37°C, and no hydrolysis products
were detected.

Therefore, it can be hypothesized that the presence of the
dipeptide at the 3’-position in compound 28 favors entrance
into the differentiated THP-1 cells, where it exerts its leishmani-
cidal effect until it is enzymatically cleaved toward the lle de-
rivative 6 and eventually to 3. It must be pointed out that
compound 6 also has significant leishmanicidal activity and is
able to cause moderate inhibition of LiEndoG, which may
extend the initial activity of compound 28 once it has been
modified by endogenous esterases.

The results reported above suggest that LiEndoG is a likely
target for the compounds described herein. EndoGs are mem-
bers of a family of DNA/RNA nonspecific fa metal nucleases
that have been demonstrated to take part in the apoptotic
process, whereby they translocate to the nucleus and contrib-
ute to the degradation of genomic DNA into oligonucleosomal
fragments."® Apart from their involvement in the death pro-
cess, these nucleases have been shown to be necessary for the
proper growth of several unicellular organisms, indicating
a dual (pro-life and pro-death) function, most likely due to
their postulated role in mitochondrial DNA recombination.!'"??
A recent study reveals that EndoG~'~ mice have impaired mito-
chondrial respiration and increased production of reactive
oxygen species, also associated with a decrease in the ratios of
mitochondrial to genomic DNA.?' Accordingly, blockage of
these pro-life activities of LIEndoG may be responsible for the
antileishmanial activity of this family of compounds.
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showed pronounced inhibitory
activity against L. infantum pro-
mastigotes, and had slightly
higher IC;, values against amas-
tigotes. Because of its good ac-
tivity against intracellular amas-
tigotes, compound 28 was se-
lected for analysis of its cellular
effects. Profound changes in mi-
tochondrial A¥,, and O, pro-
duction were observed as early
as 20 min after compound addi-
tion. Because of the low per-
centage of hypoploid parasites
observed after 28-induced cell death, the nuclease LiEndoG
was assayed as a putative target for this family of compounds.
The activity of this enzyme in the presence of selected com-
pounds was significantly inhibited. The varying activity of the
derivatives against intracellular amastigotes strongly correlates
with their ability to inhibit this enzyme. Taken together, LiEn-
doG can be considered a macromolecular target responsible
for the toxic activity of these compounds on L. infantum.
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Experimental Section
Chemistry

General procedures: Melting points were obtained on a Reichert-
Jung Kofler apparatus and are uncorrected. Microanalysis was ob-
tained with a Heraeus CHN-O-RAPID instrument. The elemental
compositions of the compounds agreed to within +0.4% of the
calculated values. Electrospray mass spectra were measured on
a quadrupole mass spectrometer equipped with an electrospray
source (Hewlett-Packard, LC-MS HP 1100). 'H and *C NMR spectra
were recorded on a Varian INNOVA 300 operating at 299 ('H) and
75 MHz ("C), and a Varian INNOVA-400 operating at 399 ('H) and
99 MHz ("*C).

Analytical TLC was performed on silica gel 60 F,;, (Merck) pre-
coated plates (0.2 mm). Spots were detected under UV light
(254 nm) and/or by charring with phosphomolybdic acid. Separa-
tions on silica gel were performed by preparative centrifugal circu-
lar thin-layer chromatography (CCTLC) on a Chromatotron (Kiesel-
gel 60 PF,;, gipshaltig, Merck), with a layer thickness of 1 and
2 mm and flow rate of 4 or 8 mLmin ", respectively. Flash chroma-
tography was performed using a force flow Horizon HPFG system
(Biotage) with Flash 25 or 40 silica gel cartridges.

All experiments involving water-sensitive compounds were con-
ducted under scrupulously dry conditions. Et;N and CH,CN were
dried by holding at reflux over CaH. THF was dried by reflux over
sodium/benzophenone. Anhydrous N,N'-dimethylformamide (DMF)
was purchased from Aldrich. Microwave reactions were performed
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Figure 5. Inhibition of LiEndoG activity was assayed by the cleavage of

a dual-labeled double-stranded probe. a) LIEndoG-mediated DNA degrada-
tion is followed by an increase in fluorescence (F) observed over 40 min of
probe digestion in the presence of increasing amounts of compound 28.
b) LiEndoG-mediated DNA degradation in the presence of compounds 3, 4,
6, 25, and 28 at 25 um. The slopes of the linear section of the curves differ
from that of the DMSO control with p values < 10°° (**) or 103 (¥).

with a Biotage Initiator 2.0 single-mode cavity instrument from Bi-
otage (Uppsala, Sweden). Experiments were carried out in sealed
microwave process vials using the standard absorbance level
(400 W maximum power). The temperature was measured with an
IR sensor on the outside of the reaction vessel.

5'-0-(3,3,3-Triphenylpropanoyl)thymidine (3): A solution of dry
di-tert-butylazodicarboxylate (DBAD; 460 mg, 2.0 mmol) in DMF
(2.5 mL) was added dropwise to a solution containing thymidine
(5; 242 mg, 1.0 mmol), triphenylpropionic acid (604 mg, 2.0 mmol),
and Ph;P (525 mg, 2.0 mmol) in dry DMF (2.5 mL) at 0°C. The mix-
ture was stirred at 0°C under argon for 1.5 h. MeOH (2.5 mL) was
added, and volatiles were removed. The residue was treated with
4N HCl in dioxane (5 mL), and stirred for an additional hour. After
removal of the solvent invacuo, the residue was dissolved in
CH,Cl, (50 mL) and washed with 4N HCl (30 mL) and a solution of
NaHCO; (30 mL). The organic phase was dried on anhydrous
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MgSO,, filtered, and evaporated. The residue was purified by flash
chromatography (CH,Cl,/MeOH, 100:0—96:4) to vyield 463 mg
(88%) of 3 as a white solid; mp: 94-96°C (CH,Cl,/MeOH); MS
(ES, +) m/z 549 [M+Na]*; "H NMR (CDCl,): 6=1.85 (d, J=1.0 Hz,
3H, 5-CH;), 1.95 (m, 1H, H-2), 2.27 (m, 1H, H-2"), 3.67 (d, J=
15.6 Hz, TH, CH,CO), 3.74 (m, 1H, H-4), 3.82 (m, 1H, H-3'), 3.91 (d,
J=15.6 Hz, 1H, CH,CO), 3.94 (dd, J=12.1, 41 Hz, 1H, H-5'), 417
(dd, J=12.1, 43 Hz, 1H, H-5"), 6.15 (pseudo-t, J=6.4 Hz, 1H, H-1'),
7.15 (d, J=1.1 Hz, 1H, H-6), 7.20-7.29 (m, 15H, CPh,), 8.31 ppm
(brs, TH, 3-NH); Anal. calcd for C3;H;N,O4: C 70.71, H 5.74, N 5.32,
found: C 70.54, H 5.66, N 5.19.

General procedure for the synthesis of 3'-amino acid ester deriv-
atives: To a solution of the nucleoside derivative (1.0 mmol) in
CH,Cl, (5 mL) at 0°C, the corresponding Boc-protected amino acid
(2.0 mmol), PyBOP (624 mg, 1.2 mmol), and Et;N (345 pL, 2.5 mmol)
were added, and the solution was adjusted to pH 11 by the addi-
tion of DMAP. The reaction mixture was stirred overnight, diluted
with CH,Cl, (50 mL), and washed with a 10% aqueous solution of
citric acid (3x20 mL), H,O (3x20 mL), a 5% aqueous solution of
NaHCO; (3%x20 mL), and brine (3x20 mL). The organic phase was
dried on anhydrous MgSO,, filtered, and evaporated. The residue
was purified as specified. The fractions containing the desired com-
pound were evaporated. A solution of the Boc-protected com-
pound (1.0 mmol) in CH,Cl, (10 mL) was treated with trifluoroacetic
acid (TFA; 1.7 mL, 23 mmol). The reaction mixture was stirred at
room temperature for 3-5 h, and volatiles were removed. The resi-
due was purified by CCTLC in the Chromatotron, as specified in
each case.

5'-0-(3,3,3-Triphenylpropanoyl)-3'-O-valylthymidine (1): Reaction
of 3 (100 mg, 0.19 mmol) with Boc-Val-OH (82 mg, 0.38 mmol),
PyBOP (118 mg, 0.23 mmol), and Et;N (66 pL, 0.47 mmol) afforded
a residue that was purified in the Chromatotron (hexane/EtOAc,
1:1) to yield 103 mg of the Boc-protected ester [MS (ES, +) m/z 726
[M+11"]. Treatment of this compound with TFA, as described in
the general procedure, afforded a residue that was purified in the
Chromatotron (CH,Cl,/MeOH, 10:1) to yield 75mg (63%, two
steps) of 1 as a white solid; mp: 85-86°C (CH,Cl,/MeOH); MS
(ES, +) m/z 626 [M+11"; 'THNMR ([DJDMSO): 6=0.81 (d, J=
6.8 Hz, 3H, CH;-y), 0.86 (d, J=6.8 Hz, 3H, CH;y), 1.72 (s, 3H, 5-
CH;), 1.85 (m, TH, CH-B), 2.17 (m, 1H, H-2'), 2.34 (m, 1H, H-2"), 3.14
(d, J=5.2 Hz, 1H, CH-a), 3.84 (s, 2H, CH,CO), 3.87-4.00 (m, 3H, H-
4, H-5), 497 (m, 1H, H-3'), 6.12 (m, 1H, H-1"), 7.15-7.27 (m, 15H,
CPh,), 7.44 (s, 1H, H-6), 11.37 ppm (brs, 1H, NH); Anal. calcd for
Cs6H3N;0,: € 69.10, H 6.28, N 6.72, found: C 68.97, H 6.31, N 6.80.

3'-O-Isoleucyl-5-0-(3,3,3-triphenylpropanoyl)thymidine (6): Fol-
lowing the general procedure, reaction of 3 (100 mg, 0.19 mmol)
with Boc-lle-OH (87 mg, 0.38 mmol), PyBOP (118 mg, 0.23 mmol),
and Et;N (66 pL, 0.47 mmol) afforded a residue that was purified in
the Chromatotron (CH,Cl,/MeOH, 10:1) to yield the Boc-protected
ester [MS (ES, +) m/z: 762 [M+Na]*]. Treatment of this compound
with TFA afforded a residue that was purified in the Chromatotron
(CH,Cl,/MeOH, 10:1) to yield 76 mg (63%, two steps) of 6 as
a white solid; mp: 78-79°C (CH,Cl,/MeOH); MS (ES, +) m/z 640
[M4-117; "TH NMR ([D]DMSO): 6 =0.79-0.84 (m, 6H, CH;-y, CH;-d),
1.12 (m, TH, CH'-y), 1.40 (m, 1H, CH"-y), 1.58 (m, 1H, CH-B), 1.72 (s,
3H, 5-CH;), 2.18 (m, 1H, H-2), 2.34 (m, 1H, H-2"), 3.18 (d, J=
5.6 Hz, 1H, CH-a), 3.83 (s, 2H, CH,CO), 3.88-4.00 (m, 3H, H-4, H-5),
496 (m, 1H, H-3), 6.12 (dd, J=6.6, 6.3 Hz, 1H, H-1), 7.14-7.30 (m,
15H, CPh;), 7.44 (s, 1H, H-6), 11.36 ppm (brs, 1H, NH); Anal. calcd
for C;,H,;;N;0;: C 69.47, H 6.46, N 6.57, found: C 69.19, H 6.44, N
6.51.
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3'-0-Cyclohexylglycyl-5'-0-(3,3,3-triphenylpropanoyl)thymidine

(7): Following the general procedure, reaction of 3 (90 mg,
0.17 mmol) with Boc-cHexGly-OH (88 mg, 0.34 mmol), PyBOP
(107 mg, 0.20 mmol) and Et;N (59 pL, 0.43 mmol) afforded a residue
that was purified in the Chromatotron (CH,Cl,/MeOH, 20:1) to yield
the corresponding ester [MS (ES, +) m/z 788 [M+ Nal*]. Treatment
of this compound with TFA and purification in the Chromatotron
(CH,CI,/MeOH, 10:1) afforded 59 mg (52%, two steps) of 7 as
a white solid; mp: 84-86°C (CH,Cl,/MeOH); MS (ES, +) m/z 666
[M+11"; 'THNMR ([DJJDMSO): 6=0.97-1.16 (m, 5H, cHex), 1.48-
1.70 (m, 6H, cHex), 1.72 (d, J=1.0 Hz, 3H, 5-CH,), 2.18 (m, 1H, H-
2'), 2.32 (m, 1H, H-2"), 3.19 (d, /=5.6 Hz, 1H, CH-a), 3.83 (s, 2H,
CH,CO), 3.88 (m, 1H, H-4), 3.95 (m, 2H, H-5), 496 (m, 1H, H-3)),
6.12 (dd, J=7.9, 6.4 Hz, 1H, H-1), 7.14-7.27 (m, 15H, CPh;), 7.44 (d,
J=1.0Hz, 1H, H-6), 1133 ppm (s, 1H, 3-NH); Anal. calcd for
C5oHasN;0,: € 70.36, H 6.76, N 4.59, found: C 70.12, H 6.91, N 4.62.

5'-0-(3,3,3-Triphenylpropanoyl)-3'-O-p-valylthymidine (8): Follow-
ing the general procedure, reaction of 3 (122 mg, 0.23 mmol) with
Boc-p-Val-OH (100 mg, 0.46 mmol), PyBOP (140 mg, 0.27 mmol),
and Et;N (80 uL, 0.56 mmol) afforded a residue that was purified in
the Chromatotron (CH,Cl,/MeOH, 30:1) to yield the desired ester
[MS (ES,+) m/z 748 [M+Na]']. Treatment of the Boc-protected
ester with TFA afforded a residue that was purified in the Chroma-
totron (CH,Cl,/MeOH, 10:1) to yield 89 mg (62 %, two steps) of 8 as
a white solid; mp: 66-68°C (CH,Cl,/MeOH); MS (ES, +) m/z 626
[M+11%; "THNMR ([Dg]DMSO): 6=0.84 (d, J=6.8 Hz, 3H, CH;y),
0.88 (d, J=6.8 Hz, 3H, CH;-y), 1.72 (d, J=1.2 Hz, 3H, 5-CH;), 1.85
(m, TH, CH-B), 2.14 (m, TH, H-2), 2.32 (m, 1H, H-2"), 3.16 (d, J=
54 Hz, 1H, CH-a), 3.81 (d, J=15.9Hz 1H, CH,CO’), 3.88 (d, J=
15.9 Hz, 1H, CH,CO"), 3.93-4.00 (m, 3H, H-4', H-5), 493 (m, 1H, H-
3), 6.12 (dd, J=8.5, 6.0 Hz, 1H, H-1), 7.13-7.27 (m, 15H, CPh;),
743 (d, J=1.2Hz, 1H, H-6), 11.37 ppm (s, 1H, 3-NH); Anal. calcd
for CygHaoN;0,: C 68.88, H 638, N 6.69, found: C 69.05, H 6.66, N
6.71.

3'-0-Seryl-5'-0-(3,3,3-triphenylpropanoyl)thymidine (9): Follow-
ing the general procedure, reaction of 3 (82 mg, 0.16 mmol) with
Boc-Ser(TBDMSi)-OH*? (100 mg, 0.31 mmol), PyBOP (97 mg,
0.19 mmol), and Et;N (55 pL, 0.40 mmol) afforded a residue that
was purified in the Chromatotron (CH,Cl,/MeOH, 30:1) to yield the
protected ester [MS (ES, +) m/z 850 [M+Na]"]. Treatment of this
compound with TFA afforded a residue that was purified in the
Chromatotron (CH,Cl,/MeOH, 10:1) to yield 51 mg (52%, two
steps) of 9 as a white solid; mp: 85-87°C (CH,Cl,/MeOH); MS
(ES, +) m/z 614 [M+1]T; "THNMR ([Dg]DMSO): 6 =1.72 (s, 3H, 5-
CH,), 2.18 (m, 1H, H-2), 2.32 (m, 1H, H-2"), 3.39 (t, J=4.6 Hz, 1H,
CH-a), 3.56 (m, 2H, CH,p), 3.85 (s, 2H, CH,CO), 3.94-4.00 (m, 3H,
H-4', H-5), 4.87 (brs, TH, OH), 495 (m, 1H, H-3'), 6.13 (dd, J=8.2,
6.2 Hz, 1H, H-1), 7.15-7.27 (m, 15H, CPh;,), 7.43 ppm (s, 1H, H-6);
Anal. calcd for C;,H;5N;04:0.5H,0: C 65.58, H 5.83, N 6.75, found: C
65.36, H 6.16, N 6.78.

5'~(1,3-Dihydro-1,3-dioxo-4,5,6,7-tetrachloroisoindol-2-yl)-3"-O-

(tert-butyldimethylsilyl)-5'-deoxythymidine (11): To a solution
containing tert-butyldimethylsilyl chloride (107 mg, 0.71 mmol) and
imidazole (96 mg, 1.41 mmol) in dry DMF (2 mL), compound 10"
(240 mg, 0.47 mmol) was added. The reaction mixture was stirred
at room temperature overnight, and volatiles were removed. The
residue was purified by CCTLC in the Chromatotron (EtOAc/
hexane, 1:2—1:1) to afford 225 mg (77%) of 11 as a white solid;
mp: 110-112°C (CH,Cl,/MeOH); MS (ES, +) m/z 622 [M+1]" with
4Cl isotopic pattern; 'H NMR ([DgIDMSO): 6=0.90 (s, 9H, (CH,),),
2.03 (s, 3H, 5-CH;), 209 (m, 1H, H-2), 231 (ddd, J=13.5, 55,
2.4 Hz, 1H, H-2"), 3.86 (d, J/=7.0 Hz, 2H, H-5), 4.24-4.30 (m, 2H, H-
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3, H-4), 6.19 (dd, J=8.0, 5.5 Hz, 1H, H-1'), 739 (d, J/=1.0Hz, 1H,
H-6), 8.14 ppm (s, 1H, 3-NH).

5'-Amino-3'-O-(tert-butyldimethylsilyl)-5'-deoxythymidine  (12):
To a suspension of 11 (195mg, 0.31 mmol) in EtOH (5 mL),
H,NNH,H,O (49 pL, 1.00 mmol) was added. The reaction mixture
was stirred at reflux for 1 h. The white solid precipitated was fil-
tered off. The filtrate was evaporated, and the residue was purified
by CCTLC in the Chromatotron (CH,Cl,/MeOH, 5:1) to afford
107 mg (96%) of 12 as a colorless oil. The analytical and spectro-
scopic data are identical to those previously described.?”

3'-O-(tert-Butyldimethylsilyl)-5'-(3,3,3-triphenylpropanamide)-5'-

deoxythymidine (13): To a solution of 12 (109 mg, 0.31 mmol) in
CH,Cl, (1.5 mL), 3,3,3-triphenylpropionic acid (139 mg, 0.46 mmol),
BOP (204 mg, 0.46 mmol), and Et;N (64 pL, 0.46 mmol) were added.
The reaction mixture was stirred at room temperature overnight,
and volatiles were removed. The residue was purified by CCTLC in
the Chromatotron (EtOAc/hexane, 1:2—1:1) to yield 186 mg (95 %)
of 13 as a white solid; mp: 94-96°C (CH,Cl,/MeOH); MS (ES, +) m/
z 641 [M+11"; "H NMR ([Dg]DMSO): 6=0.84 (s, 9H, (CH,)3), 1.72 (s,
3H, 5-CH3), 1.91 (m, TH, H-2), 2.02 (m, 1H, H-2"), 3.03 (m, 2H, H-
5), 349 (m, 1H, H-4), 3.60 (s, 2H, CH,), 414 (m, 1H, H-3), 6.19
(pseudo-t, J=7.1 Hz, 1H, H-1), 7.11-7.23 (m, 15H, CPh;), 7.41 (s,
1H, H-6), 7.33 (t, J=5.6 Hz, TH, NH), 11.30 ppm (s, 1H, 3-NH).

5'~(3,3,3-Triphenylpropanamide)-5’-deoxythymidine (14): A sus-
pension of 13 (140 mg, 0.22 mmol) in THF (2 mL) was treated with
1N HCl (0.8 mL). The reaction mixture was stirred at room temper-
ature overnight. The reaction was diluted with EtOAc (25 mL) and
washed with a solution of NaHCO, (2x10 mL) and H,O (2x 10 mL).
The organic phase was dried on anhydrous MgSO,, filtered, and
evaporated. The residue was purified by CCTLC in the Chromato-
tron (CH,Cl,/MeOH, 10:1) to afford 106 mg (93%) of 14 as a white
solid; mp: 116-118°C (CH,Cl,/MeOH); MS (ES, +) m/z 526 [IM+11%;
'H NMR ([Dg]DMSO): 6 =1.72 (s, 3H, 5-CH;), 1.97 (m, 2H, H-2), 3.04
(m, 2H, H-5), 3.49 (m, 1H, H-4), 3.60 (s, 2H, CH,), 3.93 (m, 1H, H-
3),5.16 (d, J/=4.0 Hz, 1H, OH), 6.19 (pseudo-t, J=6.7 Hz, 1H, H-1),
7.11-7.24 (m, 15H, CPh,), 7.39 (s, 1H, H-6), 7.78 (t, J=5.7 Hz, 1H,
NH), 11.28 ppm (s, 1H, 3-NH); Anal. calcd for C;,H;,N;052H,0: C
66.30, H 6.28, N 7.48, found: C 65.94, H 6.54, N 7.58.

5'-(3,3,3-Triphenylpropanamide)-3'-O-valyl-5'-deoxythymidine
(15): Following the general procedure for the synthesis of 3'-amino
acid ester derivatives, reaction of 14 (57 mg, 0.11 mmol) with Boc-
Val-OH (47 mg, 0.22 mmol), PyBOP (67 mg, 0.13 mmol), and Et;N
(37 pL, 0.27 mmol) afforded a residue that was purified in the Chro-
matotron (CH,Cl,/MeOH, 10:1) to yield the coupling derivative [MS
(ES,+) m/z 725 [M+1]"], that was treated with TFA for Boc depro-
tection. The final residue was purified in the Chromatotron (CH,Cl,/
MeOH, 10:1) to yield 42 mg (60%, two steps) of 15 as a white
solid; mp: 124-125°C (CH,Cl,/MeOH); MS (ES, +) m/z 625 [M+1]17;
"HNMR ([DJDMSO): 6=0.93 (d, J=6.8 Hz, 3H, CH;=y), 0.94 (d, J=
6.8 Hz, 3H, CH;-y), 1.73 (s, 3H, 5-CH,), 2.05-2.25 (m, 3H, H-2, CH-
B), 3.09-3.17 (m, 3H, H-5, CH-a), 3.61 (s, 2H, CH,CO), 3.77 (m, 1H,
H-4), 5.08 (m, 1H, H-3'), 6.10 (dd, J=8.2, 6.1 Hz, TH, H-1"), 7.14-
7.24 (m, 15H, CPh;), 7.46 (s, 1H, H-6), 7.87 (t, J=4.8 Hz, TH, NH),
11.35 ppm (s, 1H, 3-NH); Anal. calcd for C;H,oN,Oq: C 69.21, H
6.45, N 8.97, found: C 69.44, H 6.69, N 9.01.

3’-O-Isoleucyl-5'-(3,3,3-triphenylpropanamide)-5'-deoxythymi-

dine (16): Following the general procedure for the synthesis of 3'-
amino acid ester derivatives, reaction of 14 (44 mg, 0.08 mmol)
with Boc-lle-OH (39 mg, 0.17 mmol), PyBOP (52 mg, 0.10 mmol),
and Et;N (29 pL, 0.21 mmol) afforded a residue that was purified in
the Chromatotron (CH,Cl,/MeOH, 10:1) to provide the coupling
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product [MS (ES,+) m/z 739 [M+117]. This was treated with TFA
for Boc deprotection. The final residue was purified in the Chroma-
totron (CH,Cl,/MeOH, 10:1) to yield 36 mg (70%, two steps) of 16
as a white solid; mp: 83-85°C (CH,Cl,/MeOH); MS (ES, +) m/z 639
[M+11%; "TH NMR ([D,JDMSO): 6 =0.80-0.84 (m, 6H, CH;-y, CH;-d),
1.15 (m, 1H, CH'-y), 1.40 (m, 1H, CH"-y), 1.58 (m, 1H, CH-B), 1.72 (s,
3H, 5-CH,), 2.06-2.26 (m, 2H, H-2), 3.11 (m, 2H, H-5), 3.17 (d, J=
5.5 Hz, 1H, CH-a), 3.60 (s, 2H, CH,CO), 3.69 (m, 1H, H-4), 498 (m,
1H, H-3), 6.06 (dd, J=8.3, 6.1 Hz, 1H, H-1'), 7.11-7.23 (m, 15H,
CPh,), 7.47 (s, 1H, H-6), 7.82 (t, J=5.4 Hz, 1H, NH), 11.34 ppm (s,
1H, 3-NH); Anal. calcd for C;;H,N,Of: C 69.57, H 6.63, N 8.77,
found: C 69.66, H 6.54, N 8.57.

2'-Deoxy-5"-0-(3,3,3-triphenylpropanoyl)uridine (18): To a solution
containing 2’-deoxyuridine (17; 100 mg, 0.44 mmol), 3,3,3-triphe-
nylpropionic acid (302 mg, 0.87 mmol) and Ph,P (262 mg,
0,87 mmol) in dry DMF (1.1 mL), a solution of DBAD (230 mg,
0.87 mmol) in DMF (1.1 mL) was added dropwise. The mixture was
stirred at 0°C under argon for 1.5 h. MeOH (2.5 mL) was added,
and volatiles were removed. The work-up was performed as de-
scribed for 3. The residue that was purified by HPFC (CH,Cl/
MeOH, 100:0—92:8) to yield 158 mg (70%) of 18 as an amorphous
white solid. MS (ES, +) m/z 513 [M+11"; "H NMR ([DJDMSO): 6 =
2.04 (m, 2H, H-2'), 3.69 (m, 1H, H-4'), 3.80 (brs, 2H, CH,CO), 3.87
(m, 1H, H-3'), 3.94 (m, 2H, H-5'), 5.30 (d, J=4.2 Hz, 1H, OH), 5.57
(d, J=8.0Hz, 1H, H-5), 6.07 (pseudo-t, J=6.7 Hz, 1H, H-1'), 7.15-
7.28 (m, 15H, CPhy), 7.51 (d, J/=8.1 Hz, 1H, H-6), 11.31 ppm (brs,
1H, 3-NH).

N3-Methyl-5"-0-(3,3,3-triphenylpropanoyl)thymidine (19): To a so-
lution of 3 (125 mg, 0.24 mmol) in acetone (2 mL) in 5 mL Pyrex
microwave process vial, K,CO; (16 mg, 0.12 mmol) and Mel (60 pL,
0.95 mmol) were added. The reaction vessel was sealed, stirred,
and subsequently irradiated for 60 min at 100°C in a single-mode
microwave reactor. The mixture was purified by flash chromatogra-
phy (CH,Cl,/MeOH, 100:0—96:4) to afford 152 mg (85%) of 19 as
a white solid; mp: 56-58°C (CH,Cl,/MeOH); MS (ES, +) m/z 541
[M+11"; "THNMR ([Dg]DMSO): 0=1.75 (d, J=1.0Hz, 3H, 5-CH,),
2.05 (m, TH, H-2') 3.15 (s, 3H, NCH;), 3.41 (m, 1H, H-2"), 3.72 (m,
1H, H-4), 3.82 (s, 2H, CH,CO), 3.90-4.01 (m, 3H, H-5, H-3'), 5.31 (d,
J=4.2Hz, 1H, OH), 6.16 (pseudo-t, J=6.8 Hz, 1H, H-1), 7.14-7.27
(m, 15H, CPh;), 7.43 ppm (d, J=1.0 Hz 1H, H-6).

2'-Deoxy-3'-O-isoleucyl-5'-0-(3,3,3-triphenylpropanoyl)uridine

(20): Following the general procedure for the synthesis of 3'-amino
acid ester derivatives, reaction of 18 (67 mg, 0.13 mmol) with Boc-
lle-OH (60 mg, 0.26 mmol), PyBOP (81 mg, 0.16 mmol), and Et;N
(46 pL, 0.33 mmol) afforded a residue that was purified in the Chro-
matotron (CH,Cl,/MeOH, 30:1) to yield 72 mg of the coupling
product [MS (ES, +) m/z 748 [M+Nal 1. This compound was treat-
ed with TFA for removal of the Boc protecting group. After remov-
al of volatiles, the residue was purified in the Chromatotron
(CH,CI,/MeOH, 10:1) to yield 51 mg (63%, two steps) of 20 as
a white solid; mp: 81-83°C (CH,Cl,/MeOH); MS (ES, +) m/z 626
[M-+11"; "H NMR (IDJDMSO): 6=0.79-0.84 (m, 6H, CH,-y, CH,-8),
1.12 (m, TH, CH-y), 1.38 (m, TH, CH"-y), 1.58 (m, 1H, CH-p), 2.17—
2.36 (m, 2H, H-2'), 3.18 (d, J=5.6 Hz, CH-a), 3.82 (s, 2H, CH,CO),
3.88-4.98 (m, 3H, H-4, H-5), 494 (m, 1H, H-3"), 5.62 (d, /=8.0 Hz,
1H, H-5), 6.07 (m, 1H, H-1'), 7.14-7.27 (m, 15H, CPh;), 7.56 (d, J=
8.1Hz, 1H, H-6), 11.35ppm (brs, TH, 3-NH); Anal. calcd for
CaeHsoN;0,: C 69.10, H 6.28, N 6.72, found: C 68.94, H 6.06, N 6.68.

3'-O-Isoleucyl-N*-methyl-5'-0-(3,3,3-triphenylpropanoyl)thymi-

dine (21): Following the general procedure for the synthesis of 3'-
amino acid ester derivatives, reaction of 19 (148 mg, 0.27 mmol)
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with Boc-lle-OH (127 mg, 0.55 mmol), PyBOP (171 mg, 0.33 mmol),
and Et;N (95 pL, 0.68 mmol) afforded a residue that was purified
by flash chromatography (CH,Cl,/MeOH, 100: 96:4) to yield 174 mg
of the coupling product [MS (ES, +) m/z 776 [M+Na]"]. This was
deprotected by treatment with TFA. After removal of volatiles, the
residue was purified by flash chromatography (CH,Cl,/MeOH,
100.0—92:8) to yield 141 mg (80%, two steps) of 21 as a white
solid; mp: 67-69°C (CH,Cl,/MeOH); MS (ES, +) m/z 654 IM+117;
'HNMR (ID,JDMSO): 6 =0.86-0.91 (m, 6H, CHy=y, CH-8), 127 (m,
1H, CH-y), 143 (m, TH, CH"-y), 1.79 (s, 3H, 5-CH,), 1.87 (m, 1H,
CH-f), 2.27 (m, 1H, H-2"), 2.39 (m, 1H, H-2"), 3.16 (m, 4H, N-CH,,
CH-a), 3.81 (d, J=16.3 Hz, 1H, CH,CO"), 3.87 (d, /=163 Hz, 1H,
CH,CO"), 3.99-4.03 (m, 3H, H-4, H-5), 5.07 (m, 1H, H-3), 6.21
(pseudo-t, J=7.1Hz, 1H, H-1"), 7.14-7.27 (m, 15H, CPh;), 7.50 (s,
1H, H-6), 8.34 ppm (brs, 2H, NH,); Anal. calcd for C3H,;3N;0;: C
69.81, H 6.63, N 6.43, found: C 69.72, H 6.78, N 6.52.

5'-0-(3,3-Diphenylpropanoyl)thymidine (22): As described for the
synthesis of 3, thymidine (5; 100 mg, 0.41 mmol) reacted with 3,3-
diphenylpropionic acid (186 mg, 0.82 mmol) in the presence of
Ph;P (215 mg, 0.82 mmol) and DBAD (189 mg, 0.82 mmol). The res-
idue was purified by flash chromatography (CH,Cl,/MeOH, 100:0—
96:4) to yield 93 mg (51 %) of 22 as an amorphous white solid. MS
(ES, +) m/z 451 [M+11"; "THNMR ([Dg]DMSO): 6 =1.74 (s, 3H, 5-
CH,), 1.99-2.18 (m, 2H, H-2), 3.17 (m, 2H, CH,CO), 3.80 (m, 1H, H-
4'), 4.08-4.15 (m, 3H, H-3', H-5, H-5"), 443 (t, J=80Hz, 1H,
CHPh,), 5.37 (d, J=4.1 Hz, 1H, OH), 6.15 (pseudo-t, J=6.8 Hz, 1H,
H-1), 7.14-7.32 (m, 10H, CPh,), 7.40 (s, TH, H-6), 11.33 ppm (brs,
1H, 3-NH).

5'-0-[3,3,3-Tris(4-chlorophenyl)propanoyllthymidine (23): As de-
scribed for the synthesis of 3, thymidine (5; 100 mg, 0.41 mmol) re-
acted with  3,3,3-tris(4-chlorophenyl)propionic acid (332 mg,
0.82 mmol) in the presence of Ph;P (215 mg, 0.82 mmol) and
DBAD (189 mg, 0.82 mmol). The final residue was purified by flash
chromatography (CH,Cl,/MeOH, 100:0—96:4) to yield 156 mg
(61%) of 23 as an amorphous white solid. MS (ES, +) m/z 652 [M+
Nal© with 3Cl isotopic pattern; 'H NMR ([Dg]DMSO): 6=1.70 (s,
3H, 5-CH,), 2.01-2.15 (m, 2H, H-2), 3.69 (m, 1H, H-4'), 3.80 (d, J=
17.0 Hz, 1H, CH,CO’), 3.87 (d, J=17.0Hz, 1H, CH,CO"), 3.92-4.04
(m, 3H, H-3', H-5'), 533 (d, J=4.2 Hz, 1H, OH), 6.12 (pseudo-t, J=
6.4 Hz, 1H, H-1'), 7.16 (d, J=8.5Hz, 6H, CPh;), 7.32 (d, /=8.5 Hz,
6H, CPh,), 7.37 (s, 1H, H-6), 11.32 ppm (s, TH, 3-NH).

3'-O-Isoleucyl-5'-0-(3,3-diphenylpropanoyl)thymidine (24): Fol-
lowing the general procedure for the synthesis of 3-amino acid
ester derivatives, reaction of 22 (80 mg, 0.18 mmol) with Boc-lle-
OH (82 mg, 0.36 mmol), PyBOP (111 mg, 0.21 mmol), and Et;N
(62 pL, 0.44 mmol) afforded a residue that was purified in the Chro-
matotron (CH,Cl,/MeOH, 10:1) to yield the coupling product [MS
(ES, +) m/z 687 [M+Na]*]. Treatment with TFA followed by re-
moval of volatiles afforded a residue that was purified in the Chro-
matotron (CH,Cl,/MeOH, 10:1) to yield 59 mg (58 %, two steps) of
24 as a white solid; mp: 58-60°C (CH,Cl,/MeQOH); MS (ES, +) m/z
564 [M+1]"; 'HNMR ([DJDMSO): 0=0.80-0.84 (m, 6H, CHy-,
CH;-9), 1.12 (m, 1H, CH-y), 1.39 (s, m, TH, CH"-y), 1.58 (m, 1H, CH-
B). 1.75 (d, J=1.1 Hz, 3H, 5-CH;), 2.22 (m, 1H, H-2'), 2.40 (m, 1H, H-
2""), 3.18 (m, 3H, CH,CO, CH-a), 4.01 (m, TH, H-4'), 4.15 (m, 2H, H-
5), 443 (t, J=8.0Hz, 1H, CHPh,), 5.09 (m, 1H, H-3), 6.15 (dd, J=
8.2, 6.2 Hz, 1H, H-1), 7.10-7.17 (m, 2H, CHPh,), 7.21-7.32 (m, 8H,
CHPh,), 7.47 (d, J=1.1 Hz, 1H, H-6), 11.38 ppm (s, 1H, 3-NH); Anal.
calcd for Cy4Hy,N;0,2H,0: C 62.21, H 7.21, N 7.30, found: C 62.09,
H 6.89, N 7.01.

ChemMedChem 0000, 00, 1-15
These are not the final page numbers! 27



MED

3'-0-Valyl-5'-0-[3,3,3-tris(4-chlorophenyl)propanoyl]thymidine
(25): Following the general procedure the synthesis of 3’-amino
acid ester derivatives, reaction of 23 (93 mg, 0.15 mmol) with Boc-
Val-OH (64 mg, 0.30 mmol), PyBOP (92 mg, 0.18 mmol), and Et;N
(51 pL, 0.37 mmol) afforded a residue that was purified in the Chro-
matotron (CH,Cl,/MeOH, 10:1) to yield the corresponding ester
[MS (ES, +) m/z 852 [M+Na]* with a 3Cl isotopic pattern]. Treat-
ment with TFA and removal of volatiles afforded a residue that was
purified in the Chromatotron (CH,Cl,/MeOH, 10:1) to yield 60 mg
(55%, two steps) of 25 as a white solid; mp: 105-107 °C (CH,Cl,/
MeOH); MS (ES, +) m/z 728 [M+1]" with a 3Cl isotopic pattern;
'H NMR ([DgIDMSO): 6 =0.81 (d, J=6.8 Hz, 3H, CH;-y), 0.86 (d, J=
6.8 Hz, 3H, CH;-y), 1.72 (d, J=0.9 Hz, 3H, 5-CH;), 1.83 (m, TH, CH-
B), 221 (m, 1H, H-2), 240 (m, 1H, H-2"), 3.13 (d, J=5.4Hz, TH,
CH-a), 3.79-4.09 (m, 5H, H-4', H-5, CH,CO), 5.02 (m, TH, H-3), 6.13
(dd, /=76, 6.2 Hz, 1H, H-1"), 7.17 (d, J=8.7 Hz, 6H, CPh,), 7.32 (d,
J=8.7 Hz, 6H, CPh;), 7.45 (d, J=0.9 Hz, 1H, H-6), 11.36 ppm (brs,
1H, NH); Anal. calcd for CysHaClN;O,: C 59.31, H 4.98 N, 5.76, Cl
14.59, found: C 59.18, H 4.91, N 5.99, Cl 14.26.

3'-0O-Isoleucyl-5'-0-[3,3,3-tris(4-chlorophenyl)propanoyl]thymi-
dine (26): Following the general procedure the synthesis of 3'-
amino acid ester derivatives, reaction of 23 (115 mg, 0.18 mmol)
with Boc-lle-OH (84 mg, 0.36 mmol), PyBOP (112 mg, 0.22 mmol),
and Et;N (62 pL, 0.45 mmol) afforded a residue that was purified in
the Chromatotron (CH,Cl,/MeOH, 10:1) to yield 106 mg of the cou-
pling product [MS (ES, +) m/z 866 [M-+Nal*™ with a 3Cl isotopic
pattern]. After treatment with TFA and removal of volatiles, the
residue was purified in the Chromatotron (CH,Cl,/MeOH, 10:1) to
yield 88 mg (66%, two steps) of 26 as a white solid; mp: 122-
125°C (CH,Cl,/MeOH); MS (ES, +) m/z 744 [M+ 11" with a 3Cl iso-
topic pattern; 'H NMR ([Dg]DMSO): 6 =0.84-0.89 (m, 6H, CHs-y,
CH;-0), 1.20 (m, 1H, CH-y), 1.43 (m, 1H, CH"-y), 1.73 (s, 3H, 5-CH,),
1.80 (m, 1H, CH-B), 2.24 (m, 1H, H-2'), 2.41 (m, 1H, H-2"), 3.80-3.85
(m, 2H, CH,CO’, CH-a), 3.90 (d, J=16.4 Hz, 1H, CH,CO"), 3.95-4.10
(m, 3H, H-4, H-5'), 5.10 (m, 1H, H-3'), 6.18 (dd, J=7.8, 6.6 Hz, 1H,
H-1'), 7.17 (d, J=8.7 Hz, 6H, CPh,), 7.32 (d, /=8.7 Hz, 6H, CPh,),
745 (s, 1H, H-6), 11.39ppm (s, TH, 3-NH); Anal. calcd for
C3/H35CIL5N,O;: € 59.81, H 5.15, CI 14.31, N 5.65, found: C 59.72, H
5.09, Cl 14.23, N 5.82.

3'-0-(Isoleucylvalyl)-5-0-(3,3,3-triphenylpropanoyl)thymidine
(27): Following a similar procedure to that described for the syn-
thesis of 3’-amino acid ester derivatives, reaction of 1 (48 mg,
0.08 mmol) with Boc-lle-OH (35 mg, 0.15 mmol), PyBOP (47 mg,
0.09 mmol), and Et;N (27 pL, 0.19 mmol) afforded a residue that
was purified in the Chromatotron (CH,Cl,/MeOH, 30:1) to yield the
coupling product [MS (ES,+) m/z 839 [M+1]*]. Treatment with
TFA and removal of volatiles afforded a residue that was purified in
the Chromatotron (CH,Cl,/MeOH, 10:1) to yield 32 mg (54 %, two
steps) of 27 as a white solid; mp: 93-95°C (CH,Cl,/MeOH); MS
(ES, +) m/z 740 [M+4117; 'THNMR ([DgDMSO): 6=0.78-0.95 (m,
12H, CH;-y-lle, CH;-y-Val, CH;-0-lle), 1.08 (m, 1H, CH'-y-lle), 1.43 (m,
1H, CH"-y-lle), 1.57 (m, 1H, CH-B-lle), 1.72 (s, 3H, 5-CH;), 2.03 (m,
1H, CH-B-val), 217 (m, 1H, H-2), 2.34 (m, 1H, H-2"), 3.06 (d, J=
5.7 Hz, 1H, CH-o-lle), 3.78-4.00 (m, 5H, CH,CO, H-4, H-5), 4.16
(pseudo-t, J=6.6 Hz, 1H, CH-a-Val), 4.97 (m, 1H, H-3'), 6.12 (dd, J=
8.0, 6.4 Hz, 1H, H-1'), 7.14-7.27 (m, 15H, CPh;) 7.43 (d, J=0.9 Hz,
1H, H-6), 7.95 (brs, 2H, NH,), 8.12 (d, J=74Hz, 1H, NH-Val),
11.25 ppm (s, TH, 3-NH); Anal. caled for C,,HN,Og1.5H,0: C
65.86, H 6.97, N 7.32, found: C 65.93, H 6.86, N 7.39.

3'-0-(Isoleucylisoleucyl)-5"-0-(3,3,3-triphenylpropanoyl)thymi-

dine (28): As described for 27, reaction of 6 (90 mg, 0.14 mmol)
with Boc-lle-OH (65 mg, 0.28 mmol), PyBOP (87 mg, 0.17 mmol),
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and Et;N (49 pL, 0.35 mmol) afforded a residue that was purified in
the Chromatotron (CH,Cl,/MeOH, 30:1) to yield the coupling prod-
uct [MS (ES, +) m/z 876 [M+Na]*]. Treatment with TFA and puirifi-
cation of the residue in the Chromatotron (CH,Cl,/MeOH, 10:1) af-
forded 58 mg (55%, two steps) of 28 as a white solid; mp: 111-
113°C  (CH,Cl,/MeOH); MS (ES,+) m/z 754 [M+11"; 'HNMR
([Dg]DMSO): 6=0.80-0.91 (m, 12H, CH;-y-lle, CH;-6-lle), 1.11 (m,
2H, CH'-y-lle), 1.23 (m, 2H, CH'-y-lle), 1.72 (s, 3H, 5-CH3,), 1.69-1.88
(m, 2H,CH-B-lle), 2.14 (m, 1H, H-2'), 2.23 (m, TH, H-2"), 3.56 (d, J=
5.8Hz, 1H, CH-o-lle), 3.78-4.02 (m, 5H, CH,CO, H-4, H-5), 4.25
(pseudo-t, J=6.5 Hz, 1H, CH-a-lle), 4.96 (m, 1H, H-3'), 6.13 (dd, J=
8.1, 6.2Hz, 1H, H-1"), 7.13-7.27 (m, 15H, CPh,), 7.43 (s,1H, H-6),
8.15 (d, J=6.3 Hz, TH, NH-lle), 11.37 ppm (s, TH, 3-NH); Anal. calcd
for C43Hs,N,Oq: C 68.60, H 6.90, N 7.44, found: C 68.81, H 7.05, N
7.31.

3'-0-(Valyisoleucyl)-5"-0-(3,3,3-triphenylpropanoyl)thymidine
(29): As described for 27, reaction of 6 (155 mg, 0.25 mmol) with
Boc-Val-OH (108 mg, 0.50 mmol), PyBOP (155 mg, 0.30 mmol), and
Et;N (86 uL, 0.62 mmol) afforded a residue that was purified by
HPFC (CH,Cl,/MeOH, 100:0—96:4) to yield the coupling product
[MS (ES, +) m/z 836 [M+1]17]. Treatment with TFA and removal of
volatiles afforded a residue that was purified by HPFC (CH,Cl,/
MeOH, 100:0—90:10) to yield 151 mg (82%, two steps) of 29 as
a white solid: mp: 132-133°C (CH,Cl,/MeOH); MS (ES, +) m/z 739
[M+117; "H NMR ([DJDMSO): 6 =0.82-0.96 (m, 12H, CH,~y-lle, CHs-
v-Val, CH;-8-lle), 1.15 (m, 1H, CH-y-lle), 1.45 (m, 1H, CH"-y-lle), 1.72
(s, 3H, 5-CH,), 1.83 (m, 1H, CH-B-lle), 2.03 (m, 1H, CH-f-Val), 2.17
(m, 1H, H-2'), 2.34 (m, 1H, H-2"), 3.65 (d, J=5.6 Hz, 1H, CH-a-Val),
3.78-3.90 (m, 3H, CH,CO, H-4), 3.94-4.00 (m, 2H, H-5), 4.25
(pseudo-t, J=6.4 Hz, 1H, CH-a-lle), 4.96 (m, 1H, H-3'), 6.13 (dd, J=
84, 6.1 Hz, 1H, H-1), 7.13-7.27 (m, 15H, CPh;) 7.43 (d, J=1.1 Hz,
1H, H-6), 7.95 (brs, 2H, NH,), 8.65 (d, J=6.8 Hz, 1H, NH-lle),
11.38 ppm (s, 1H, 3-NH); Anal. calcd for C,,H5oN,052H,0: C 68.27,
H 6.82, N 7.58, found: C 68.10, H 6.98, N 7.39.

4-[(2R,3S,5R)-5-(Thymin-1-yl)-2-(3,3,3-triphenylpropanoyloxyme-
thyl)tetrahydrofuran-3-yloxyl-4-oxobutanoic acid (30): To a solu-
tion of 3 (132 mg, 0.25 mmol) in anhydrous pyridine (4 mL), DMAP
(31 mg, 0.25 mmol), and succinic anhydride (50 mg, 0.50 mmol)
were added. The reaction mixture was stirred at room temperature
overnight, diluted with CH,Cl, (50 mL), and washed with a 10%
aqueous solution of KH,PO, (2x30 mL), and H,0 (30 mL). The or-
ganic phase was dried on anhydrous MgSO,, filtered, and evaporat-
ed. The residue was purified by flash chromatography (CH,Cl,/
MeOH, 100:0—90:10) to afford 129 mg (82%) of 30 as an amor-
phous solid. MS (ES, +) m/z 627 [M+11"; "H NMR ([DJDMSO): 6 =
1.71 (s, 3H, 5-CH,), 2.15 (m, 1H, H-2'), 2.30 (m, 1H, H-2"), 2.59-2.72
(m, 4H, CH,CH,), 3.78-4.05 (m, 5H, H-4, H-5’, CH,CO), 492 (m, 1H,
H-3'), 6.11 (dd, J=8.1, 6.2 Hz, 1H, H-1'), 7.17-7.27 (m, 15H, CPh,),
743 (s, 1H, H-6), 11.38 ppm (s, 1H, 3-NH).

2-Hydroxyethyl-[(2R,3S,5R)-5-(thymin-1-yl)-2-(3,3,3-triphenylpro-
panoyloxymethyl)tetrahydrofuran-3-yl] succinate (31): To a solu-
tion of 30 (85 mg, 0.13 mmol) in CH,Cl, (1.0 mL), ethylene glycol
(76 pL, 1.35 mmol), PyBOP (88 mg, 0.17 mmol), and Et;N (23 pL,
0.17 mmol) were added. The reaction mixture was stirred at room
temperature overnight, diluted with CH,Cl, (25 mL), and washed
with a 5% aqueous solution of citric acid (10 mL), NaHCO; solution
(10 mL), and brine. The organic phase was dried on anhydrous
MgSO,, filtered, and evaporated. The residue was purified by flash
chromatography (CH,Cl,/MeOH, 100:0—95:5) to afford 48 mg
(53%) of 31 [MS (ES, +) m/z 671 [M+Nal*]. This compound was
used as such for the subsequent steps.
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2-[(S)-2-Amino-3-methylbutanoyloxy]ethyl-[(2R,3S,5R)-5-(thymin-
1-yl)-2-(3,3,3-triphenylpropanoyloxymethyl)tetrahydrofuran-3-yl]
succinate (32): Following a similar procedure to that described for
the synthesis of 3'-amino acid ester derivatives, reaction of 31
(80 mg, 0.12 mmol) with Boc-Val-OH (52 mg, 0.24 mmol), PyBOP
(74 mg, 0.14 mmol), and Et;N (42 pL, 0.30 mmol) afforded a residue
that was purified in the Chromatotron (CH,Cl,/MeOH, 10:1) to yield
the coupling product [MS (ES, +) m/z 893 [M-+Na]"]. Treatment
with TFA and purification of the residue in the Chromatotron
(CH,Cl,/MeOH, 10:1) yielded 33 mg (36%, two steps) of 32 as
a white solid; mp: 63-65°C (CH,Cl,/MeOH); MS (ES, +) m/z 771
[M+11%; 'HNMR ([DJDMSO): 0=0.86 (pseudo-t, J=6.5Hz, 6H,
CH;-y), 1.72 (s, 3H, 5-CH,), 1.90 (m, TH, CH-B), 2.15 (m, TH, H-2),
2.30 (m, 1H, H-2"), 2.58 (m, 4H, OCCH,CH,CO), 3.20 (d, J=5.0 Hz,
1H, CH-a), 3.85 (m, 2H, CH,CO), 3.90-3.99 (m, 3H, H-4, H-5'), 4.20-
4.33 (m, 4H, OCH,CH,0), 493 (m, 1H, H-3), 6.10 (dd, J=8.4, 6.1 Hz,
1H, H-1'), 7.14-7.27 (m, 15H, CPh;), 7.43 (s, TH, H-6), 11.36 ppm (s,
1H, 3-NH); Anal. calcd for C,,H,,N;O;;: C 65.53, H 6.15, N 5.46,
found: C 65.80, H 6.34, N 5.22.

2-[(5)-2-Amino-3-methylpentanoyloxylethyl-[(2R,3S,5R)-5-
(thymin-1-yl)-2-(3,3,3-triphenylpropanoyloxymethyl)tetrahydro-
furan-3-yl] succinate (33): As described for the synthesis of 32, re-
action of 31 (67mg, 0.10mmol) with Boc-lle-OH (46 mg,
0.20 mmol), PyBOP (62 mg, 0.12 mmol) and Et;N (34 uL, 0.25 mmol)
afforded a residue that was purified in the Chromatotron (CH,Cl,/
EtOAc, 6:4) to yield 57 mg of the coupling product [MS (ES, +) m/z
884 [M+1]"]. Treatment with TFA and purification of the residue
in the Chromatotron (CH,Cl,/MeOH, 10:1) yielded 28 mg (35 %, two
steps) of 33 as a white solid; mp: 58-59°C (CH,Cl,/MeOH); MS
(ES, +) m/z 784 [IM+11"; "TH NMR ([DgJDMSO): 6 =0.79-0.83 (m, 6H,
CH;-y, CH;-9), 1.14 (m, TH, CH'-y), 1.40 (m, 1H, CH"-y), 1.58 (m, 1H,
CH-f), 1.71 (s, 3H, 5-CH5), 2.15 (m, 1H, H-2), 2.30 (m, 1H, H-2"),
2.58 (m, 4H, OCCH,CH,CO), 3.24 (d, J=5.4 Hz, 1H, CH-a), 3.78-4.00
(m, 5H, H-4', H-5', CH,CO), 4.20-4.32 (m, 4H, OCH,CH,0), 4.92 (m,
1H, H-3), 6.10 (dd, J=8.2, 6.3 Hz, 1H, H-1'), 7.14-7.27 (m, 15H,
CPh;), 7.43 (s, TH, H-6), 11.36 ppm (s, 1H, 3-NH); Anal. calcd for
CsHaoN;0,,: € 65.89, H 6.30, N, 5.36, found: 65.88, H 6.45, N 5.29.

5'-0-Trityl-3'-O-valylthymidine (2): Following the general proce-
dure the synthesis of 3'-amino acid ester derivatives, reaction of 5-
O-tritythymidine (4; 150 mg, 0.31 mmol), with Fmoc-Val-OH
(210 mg, 0.62 mmol), PyBOP (193 mg, 0.37 mmol), and Et;N
(107 pL, 0.77 mmol) afforded a residue that was purified in the
Chromatotron (CH,Cl,) to yield the coupling product [MS (ES, +)
m/z 829 [M+ Na]*]. Treatment with piperidine (85 pL) and removal
of volatiles afforded a residue that was purified in the Chromato-
tron (CH,Cl,/MeOH, 10:1) to yield 133 mg (74 %, two steps) of 2 as
a white solid: mp: 88-90°C (CH,Cl,/MeOH); MS (ES, +) m/z 607
[M+Na]*; "H NMR ([Dg]DMSO): 6=0.74 (d, J=6.5 Hz, 3H, CH;-y),
0.82 (d, J=6.5Hz, 3H, CH;-y), 1.46 (s, 3H, 5-CH;), 1.78 (m, 1H, CH-
), 2.30 (m, 2H, H-2'), 3.10 (d, J=5.1 Hz, CH-a), 3.25 (m, 2H, H-5)),
4,02 (m, 1H, H-4'), 532 (m, TH, H-3), 6.21 (pseudo-t, J=6.8 Hz, TH,
H-1'), 7.27-7.39 (m, 15H, CPh,), 7.52 (s, 1H, H-6), 11.38 ppm (brs,
1H, 3-NH); Anal. calcd for C3H;;N;Oq: C 69.96, H 6.39, N 7.20,
found: C 69.85, H 6.21, N 7.05.

3'-O-Isoleucyl-5'-O-tritylthymidine (34): Following the general
procedure the synthesis of 3'-amino acid ester derivatives, reaction
of 5'-O-tritythymidine"® (4; 100 mg, 0.21 mmol), with Fmoc-lle-OH
(146 mg, 0.41 mmol), PyBOP (129 mg, 0.25 mmol), and Et;N (72 pL,
0.52 mmol) afforded a residue that was purified in the Chromato-
tron (CH,Cl,/MeOH, 30:1) to yield the coupling product [MS (ES, +)
m/z 842 [M+Na]*]. Treatment with piperidine (72 pL) followed by
purification of the residue in the Chromatotron (CH,Cl,/MeOH,
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10:1) yielded 81 mg (65%, two steps) of 34 as a white solid; mp:
84-86°C (CH,Cl,/MeOH); MS (ES, +) m/z 620 [M+Na]l'; "H NMR
(IDDMSO): 6 =0.76-0.87 (m, 6H, CH,-y, CH,-0), 1.03 (m, TH, CH'-
y), 123 (m, 1H, CH"-y), 147 (s, 3H, 5-CHy), 1.53 (m, 1H, CH-B),
2.30-2.50 (m, 2H, H-2), 3.15 (d, J=5.5 Hz, 1H, CH-a), 3.26 (m, 2H,
H-5'), 4.03 (m, 1H, H-4), 530 (m, 1H, H-3'), 6.21 (pseudo-t, J=
7.0Hz, 1H, H-1), 7.27-7.38 (m, 15H, CPh;), 7.52 (s, 1H, H-6),
11.37 ppm (brs, 1H, 3-NH); Anal. calcd for C;sH3N;Og: C 70.33, H
6.58, N 7.03, found: C 70.12, H 6.57, N 6.98.

4-[(2R,3S,5R)-5-(Thymin-1-yl)-2-(trityloxymethyl)tetrahydrofuran-
3-yloxyl-4-oxobutanoic acid (35): To a suspension of 5'-O-tritylthy-
midine’® (4; 150 mg, 0.31 mmol) in CH,Cl, (7 mL), Et;N (86 pL,
0.62 mmol), DMAP (37 mg, 0.31 mmol), and succinic anhydride
(62 mg, 0.62 mmol) were added. The reaction mixture was stirred
at room temperature under argon for 7 h, diluted with CH,CI,
(30 mL), and washed with a 10% aqueous solution of KH,PO, (2x
15 mL), and H,0 (2x15 mL). The organic phase was dried on anhy-
drous MgSO,, filtered, and evaporated. The residue was purified in
a SPE silica cartridge (CH,Cl,/MeOH, 300:1—200:1) to afford
149 mg (82%) of 35 as a white solid; mp: 97-99°C (CH,Cl,/MeOH);
MS (ES, +) m/z 584 [M]*; "HNMR (CDCl;): 6=1.38 (s, 3H, 5-CH,),
241 (m, 1H, H-2), 251 (m, TH, H-2"), 259-2.72 (m, 4H,
OCH,CH,0), 3.42, 3.48 (dd, J=10.6, 2.5 Hz, 2H, H-5), 417 (m, 1H,
H-4), 546 (m, 1H, H-3'), 6.38 (dd, J=9.0, 5.4 Hz, 1H, H-1"), 7.24-
7.41 (m, 15H, CPh;), 7.61 (s, 1H, H-6), 9.72 ppm (s, TH, 3-NH).

2-Hydroxyethyl-[(2R,3S,5R)-5-(thymin-1-yl)-2-(trityoxymethyl)te-
trahydrofuran-3-yl] succinate (36): To a solution of 35 (130 mg,
0.22 mmol) in CH,Cl, (1 mL) was added ethylene glycol (50 uL,
0.89 mmol), BOP (119 mg, 0.27 mmol), and Et;N (37 pL, 0.27 mmol).
The reaction mixture was stirred at room temperature for 3 h, and
diluted with EtOAc (25 mL), washed with a 5% aqueous solution of
citric acid (10 mL), a NaHCO; solution (10 mL), and brine. The or-
ganic phase was dried on anhydrous MgSO,, filtered, and evaporat-
ed. The residue was purified by CCTLC in the Chromatotron
(CH,Cl,/MeOH, 20:1) to afford 128 mg (92 %) of 36 as a white solid;
mp: 73-74°C (CH,Cl,/MeOH); MS (ES, +) m/z 651 [M-+Na]™;
"H NMR (CDCls): 6=1.36 (d, J=0.9 Hz, 3H, 5-CH,), 2.47 (m, 2H, H-
2'), 2.67 (m, 4H, COCH,CH,CO), 3.47 (d, J=2.4 Hz, 2H, H-5), 3.82
(m, 2H, CH,OH), 4.14 (m, 1H, H-4'), 424 (m, 2H, OCH,), 549 (m,
1H, H-3'), 6.40 (dd, J=8.8, 5.7 Hz, 1H, H-1'), 7.24-7.40 (m, 15H,
CPh,), 7.60 (d, J=1.1 Hz, 1H, H-6), 8.24 ppm (s, TH, 3-NH).

2-[(5)-2-Amino-3-methylbutanoyloxylethyl-[(2R,3S,5R)-5-(thymin-
1-yl)-2-(trityloximethyl)tetrahydrofuran-3-yl] succinate (37): Fol-
lowing a similar procedure to that described for the synthesis of
3’-amino acid ester derivatives, compound 36 (85 mg, 0.14 mmol)
reacted with Fmoc-Val-OH (130 mg, 0.38 mmol), PyBOP (187 mg,
0.30 mmol), and Et;N (37 pL, 0.30 mmol). The crude was dissolved
in DMF (1 mL) and treated with piperidine (72 pL). Removal of vola-
tiles afforded a residue that was purified in the Chromatotron
(CH,Cl,/MeOH, 10:1) to yield 60 mg (96%) of 37 as a white solid;
mp: 62-64°C (CH,Cl,/MeOH); MS (ES, +) m/z 728 [M+11"; "TH NMR
(CDCL,): =0.90 (d, J=6.8 Hz, 3H, CHy-y), 0.97 (d, J=6.8 Hz, 3H,
CH;-y), 1.36 (s, 3H, 5-CH;), 2.01 (m, TH, CH-B), 2.45 (m, 2H, H-2),
2.67 (m, 4H, COCH,CH,CO), 3.33 (d, J=4.9 Hz, 1H, CH-a), 3.47 (d,
J=2.2Hz, 2H, H-5), 413 (m, TH, H-4), 432 (m, 4H, CH,0), 5.50 (m,
1H, H-3'), 6.40 (dd, J=8.2, 6.2 Hz, 1H, H-1'), 7.25-7.43 (m, 15H,
CPh;), 7.58 ppm (s, 1H, H-6); Anal. calcd for CyH,sN;0,o+ H,0): C
64.42, H 6.35, N 5.63, found: C 64.18, H 6.03, N 5.70.

2-[(5)-2-Amino-3-methylpentanoyloxylethyl-[(2R,3S,5R)-5-
(thymin-1-yl)-2-(trityloximethyl)tetrahydrofuran-3-yl]  succinate
(38): Following a reaction sequence similar to that described for
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37, alcohol 36 (110 mg, 0.17 mmol) reacted with Fmoc-lle-OH
(93 mg, 0.26 mmol), PyBOP (109 mg, 0.21 mmol), and Et;N (30 pL,
0.21 mmol), and was deprotected with piperidine (85 puL). The resi-
due was purified by HPFC (CH,Cl,/MeOH, 100:0—96:4) to yield
91 mg (71%) of 38; mp: 57-59°C; MS (ES, +) m/z 742 [M+117;
'HNMR (CDCl;): 6=0.77-0.85 (m, 6H, CHs;-y, CH;-8), 1.08 (m, 1H,
CH'-y), 1.36 (m, TH, CH"-y), 143 (s, 3H, 5-CH;), 1.55 (m, 1H, CH-f}),
2.31-2.50 (m, 2H, H-2'), 2.57 (m, 4H, COCH,CH,CO), 3.14-3.19 (m,
2H, H-5', CH-a), 3.30 (m, 1H, H-5"), 4.05 (m, 1H, H-4), 4.16-4.29
(m, 4H, CH,0), 5.30 (m, 1H, H-3"), 6.40 (dd, /=8.3, 6.2 Hz, TH, H-1'),
7.27-7.39 (m, 15H, CPh,y), 7.50 (s, 1H, H-6), 11.36 ppm (brs, 1H,
NH); Anal. caled for C,,H,,N;0,,: C 66.38, H 6.39, N 5.66, found: C
66.09, H 6.60, N 5.91.

Biology

Cells and culture conditions: L. infantum promastigotes (MCAN/ES/
89/IPZ229/1/89) were grown in RPMI-1640 medium (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA) supplemented with 10% heat-inactivated fetal
calf serum (FCS), antibiotics, and 25 mm HEPES (pH 7.2) at 26°C.
L. infantum axenic amastigotes were grown in M199 medium (Invi-
trogen, Leiden, The Netherlands) supplemented with 10% heat-in-
activated FCS, 1gL™" p-alanine, 100mgL™" r-asparagine,
200 mgL™" sucrose, 50 mgL~' sodium pyruvate, 320 mgL~" malic
acid, 40 mgL~' fumaric acid, 70 mgL ™" succinic acid, 200 mgL ™" a-
ketoglutaric acid, 300 mgL™" citric acid, 1.1 gL™" sodium bicarbon-
ate, 5gL" MES, 0.4mgL"" hemin, and 10 mgL™' gentamicine,
pH 5.4 at 37°C. Jurkat cells were grown in RPMI-1640 medium
(Sigma-Aldrich) supplemented with 10% heat-inactivated FCS, an-
tibiotics, and 10 mm HEPES, pH 7.2 at 37°C and 5% CO,. THP-
1 cells were grown in RPMI-1640 medium (Gibco, Leiden, The
Netherlands) supplemented with 10% heat-inactivated FCS, antibi-
otics, 1 mm HEPES, 2 mm glutamine, and 1 mm sodium pyruvate,
pH 7.2 at 37°C and 5% CO,.

Cell proliferation assays: Drug treatment of promastigotes and
amastigotes was performed during logarithmic growth phase at
a concentration of 2x10° parasitesmL ' at 26°C or 1x10° parasi-
tesmL™" at 37°C for 24 h, respectively. Drug treatment of Jurkat
and THP-1 cells was performed during the logarithmic growth
phase at a concentration of 4x10° cellsmL™" at 37°C and 5% CO,
for 24 h. The percentage of living cells was evaluated by flow cy-
tometry by the propidium iodide (Pl) exclusion method.'® Briefly,
treated parasites were stained for 10 min with 5 ugmL™" Pl The
number of Pl-positive parasites was determined in a Beckman-
Colulter FC500 flow cytometer.

Leishmania infection assays: THP-1 cells were seeded at
120000 cellsmL™" in 24-multiwell plates (Nunc, Roskilde, Denmark)
and differentiated to macrophages for 24 h in 1 mL RPMI-1640
medium containing 10 ngmL™" phorbol 12-myristate 13-acetate
(PMA, Sigma-Aldrich). The culture medium was removed, and L. in-
fantum amastigotes (1.2x10° in 1 mL THP-1 medium) were added
to each well; 3 h later, all medium with non-infecting amastigotes
was removed, washed three times with 1x phosphate-buffered
saline (PBS) and replaced with new THP-1 medium and the corre-
sponding treatment. After 48 h of treatment, medium was re-
moved; THP-1 cells were washed three times with 1x PBS and de-
tached with TrypLE Express (Invitrogen, Leiden, The Netherlands)
according to the manufacturer’s indications. Infection was mea-
sured by flow cytometry.

Cytotoxicity assays in human cells: Drug treatment of Jurkat cells
was performed during logarithmic growth phase at a concentration
of 4x10° cellsmL™" at 37°C and 5% CO, for 24 h. The percentage

© 2013 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

of living cells was evaluated by flow cytometry by the propidium
iodide (PI) exclusion method.

Hydrolysis studies in cell extracts: Cell extracts from PMA-differenti-
ated THP-1 were prepared according to the procedure described
by Saboulard et al.?® Hydrolysis studies of 28 were performed as
follows: Aliquots of 200 uL of compound 28 (100 pm) were mixed
with 10 uL cell extract, and the samples were incubated at 37°C.
At various time points (0, 0.5, 1, 2, 4, and 24 h), MeOH (100 pL) was
added to inactivate the enzymes. These samples were centrifuged,
and the supernatants were injected on HPLC. Identification of the
hydrolysis products was based on the retention times of the refer-
ence compounds and co-elution experiments under identical ana-
lytical conditions.

HPLC analysis of hydrolysis products: Analysis of the hydrolysis
products after cell extract incubation was performed by HPLC in-
jecting 30 pL of the supernatant. HPLC spectra were recorded on
an Aligent 1120 Compact LC using a diode array detector (4 230-
400 nm), and an analytical ACE5 C,5-300 column (150x4.6 mm,
300 A). Solvents used were CH,CN (0.05% TFA) for A, and H,0
(0.05% TFA) for B, and the flow rate was 1 mLmin™". The gradient
used was 30—60% A over 20 min. The retention times of the ana-
lytes were: 16.8 min for compound 28, 14.2 min for compound 6,
and 13.5 min for compound 1.

Mitochondrial transmembrane potential: Parasites were incubated
in RPMI medium with 10% FCS at 1.5x 10° mL with 50 nm tetrame-
thylrhodamine methyl ester perchlorate (TMRM, Sigma Cat.
#T5428) probe for 15 min at 26°C and then analyzed by flow cy-
tometry. A positive control of mitochondrial depolarization was ob-
tained in parallel by incubating logarithmic promastigotes at 1.5x
10° mL with the protonophore (H* ionophore) and uncoupler of
oxidative phosphorylation in mitochondria, carbonyl cyanide 3-
chlorophenylhydrazone (CCCP) during the indicated times and
then stained with TMRM as described above.

Mitochondrial superoxide detection: Parasites were preloaded for
10 min with 2 um MitoSOX, and then fluorescence emission was
measured at the indicated times in a Beckman Coulter FC500 flow
cytometer.

DNA content analysis by flow cytometry: Parasites (1.5x10°) were
centrifuged at 1000 g for 5 min, the pellet was resuspended in
100 pL PBS, cold (—20°C) 70% EtOH (600 plL) was added, and then
parasites were incubated on ice for 30 min. After incubation, the
parasites were washed with 1 mL PBS/50 mm EDTA, pelleted at
1000 g, and then resuspended in 400 uL PBS/50 mm EDTA/
50 ugmL~" RNase and incubated for 30 min at 37°C. Propidium
iodide (Pl) was then added to a final concentration of 5 ugmL™",
and the parasites were immediately analyzed for Pl fluorescence in
a Beckman Coulter FC500 flow cytometer.

LiEndoG activity: The nuclease activity of LIEndoG in the presence
of selected compounds was monitored by measuring the increase
in fluorescence derived from the digestion of a double-stranded
probe.  6-Carboxyfluorescein  (FAM)-derived  fluorescence s
quenched by the proximity of tetramethylrhodamine (TAMRA) in
the undigested probe constructed by hybridization of the oligonu-
cleotides FAM-5'-CTG TCG CTA CCT GTG G-3-TAMRA and FAM-5'-
CCA CAG GTA GCG ACA G-3'-TAMRA. Digestion of any of the two
oligonucleotides causes separation of the fluorophore and quench-
er, and then a fluorescent signal can be emitted; 30 pmol of the
double-stranded probe were digested with LiEndoG 2.5 nguL™".
After digestion, both fluorophores separate, and FAM-derived fluo-
rescence can be detected. Reactions were monitored in a Victor
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1420 Multilabel Counter (Wallac) at an excitation wavelength of
492 nm and an emission wavelength of 517 nm.
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4.2 Lla EndoG de Leishmania infantum es una endo/exonucleasa esencial para la

supervivencia del parasito

4.2.1 Hipoétesis

La EndoG de Leishmania infantum, al igual que sus homadlogas en otros organismos, podria

desempeiiar un papel provida y ser necesaria para el correcto desarrollo de los parasitos.

4.2.2 Obijetivos

» Caracterizar si el tipo de actividad nucleasa de LiEndoG es similar al de aquellas
homalogas para las que se ha demostrado un papel provida.

» Evaluar el efecto que produce sobre los parasitos la eliminacion del gen que codifica
para esta enzima.

» Confirmar el papel provida de LiEndoG.

4.2.3 Resultados principales

Como sabemos, EndoG pertenece a la superfamilia de nucleasas no especificas con dominio
BBa de unidn a metal, las cuales se han encontrado en numerosos organismos, incluyendo
los tripanosomatidos. En estos parasitos, se ha demostrado que esta nucleasa participa en la
ejecuciéon del programa apoptdtico migrando de la mitocondria al nucleo para degradar el
ADN gendmico, paso caracteristico de este tipo de muerte celular (155). En el trabajo que
exponemos a continuaciéon demostramos que la Endonucleasa G de Leishmania infantum
(LiEndoG) es una endo-exonucleasa que tiene actividad preferencial 5’-exonucleasa sobre el
ADN bicatenario lineal. Este tipo de actividad, que también ha sido descrito en otros
miembros de esta familia como Nuclp o EXOG, se ha asociado con la capacidad de estas
enzimas de participar en la recombinacion y reparacion del ADN mitocondrial, indicando que
LiEndoG podria estar también implicada en este tipo de procesos. Adicionalmente, a parte del
papel de LiEndoG durante la muerte celular apoptética, en este trabajo mostramos que esta
enzima parece ser necesaria para el desarrollo normal de estos pardsitos, dado que los
parasitos hemi-knockouts para EndoG presentan una tasa de crecimiento significativamente

menor que los parasitos control, asi como una infectividad sobre células THP-1 diferenciadas
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mucho menor. Finalmente, el papel provida de LiEndoG se puede corroborar por la mayor
supervivencia observada en pardsitos que sobreexpresan esta proteina cuando son tratados
con el inhibidor de LIEndoG Lei49 (denominado compuesto 37 en el articulo 1 de esta
memoria (156)) . En conjunto, nuestros resultados demuestran que LiEndoG juega un papel
dual en estos parasitos, siendo fundamental tanto para la supervivencia como para la muerte

en Leishmania.

4.2.4 Resumen

Hasta el inicio de esta tesis, nuestro grupo habia logrado caracterizar LiEndoG como una
nucleasa involucrada en la degradacién del ADN durante el proceso de muerte celular de L.
infantum (101). Sin embargo, nada sabiamos sobre su posible papel provida, si bien
suponiamos que podria estar involucrada en alguno de los multiples procesos fisiolégicos que
se han propuesto para sus homoélogas en otros organismos. En este sentido, el hecho de que
el grupo de derivados de timidina descritos en el articulo 1 pareciera ejercer su actividad
leishmanicida mediante la inhibicién de LiEndoG nos motivé a seguir investigando la posible
implicacion de esta proteina en la supervivencia de estos organismos. Los resultados de esta
investigacion dieron como fruto la publicacién del articulo 2 (Leishmania infantum EndoG is
an endo/exo-nuclease essential for parasite survival; (168)), recogida en el apartado 4.2.5 de

esta tesis y los cuales resumimos a continuacién.

En primer lugar, decidimos caracterizar qué tipo de actividad nucleasa poseia LiEndoG
porque, como se comentd en la introduccidn de esta tesis, gran parte de los papeles
fisioldgicos que se han asignado a los miembros de la familia EndoG dependen del tipo de
actividad que presentan. En este sentido, el analisis del patrén de digestién generado por
LiEndoG muestra como su actividad inicial sobre plasmidos superenrollados da lugar a la
aparicién de moléculas circulares abiertas (articulo 2, figura 1). Este resultado sugiere que
LiEndoG no es capaz de generar cortes lo suficientemente préoximos en ambas hebras como
para que se produzca la linealizacidn del pldsmido (como hacen por ejemplo las enzimas de
restriccion), si no que corta de forma aleatoria cada una de las hebras del ADN. Por ello, la
linealizacion del plasmido solo se llega a observar cuando se han generado suficientes cortes
independientes en cada una de las hebras como para que no se pueda mantener el

apareamiento de las bases. Por tanto, podemos concluir que LiEndoG genera
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preferentemente cortes puntuales de cadena sencilla sobre el ADN de doble cadena (ADNdc)
superenrollado. Este resultado estd en consonancia con el tipo de actividad que se ha descrito
para la EndoG de Drosophila melanogaster. La estructura cristalina de esta enzima dimérica
muestra como cada uno de los dos centros activos se disponen de forma distante y orientados
en sentidos opuestos, haciéndoles incapaces de procesar oligonucleétidos de doble cadena
de forma simultdnea sin la existencia de una gran curvatura del ADN (123). Esta misma
conclusion se puede extraer de nuestro nuevo modelo molecular para la LIEndoG dimérica,
ya que la disposicion de los dos centros activos del homodimero es similar a la que acabamos

de describir para DmEndoG (articulo 3, figura 3) (171).

Como sabemos, también existen diferencias respecto al tipo de actividad endo o exonucleasa
gue tienen los distintos miembros de la familia EndoG. Por ejemplo, mientras que las EndoGs
de metazoos son exclusivamente endonucleasas, las nucleasas ortélogas a LiEndoG en S.
cerevisiae (Nuclp) y Neurospora o las EXOG de metazoos poseen actividad 5’-exonucleasa
ademads de su caracteristica actividad endonucleasa (116,117). Por ello, nuestro siguiente
paso fue determinar en cudl de estos dos grupos podiamos clasificar nuestra proteina.
Nuestros resultados muestran que LiEndoG tiene una clara preferencia por generar cortes
cercanos al extremo 5’ cuando digiere una molécula lineal de ADNdc (articulo 2, figura 2),
demostrando que esta enzima podria ser una endo-exonucleasa. No obstante, es importante
mencionar que las limitaciones de la técnica empleada para este experimento no nos
permitieron determinar el tamafio exacto de los oligonucledtidos generados como producto

de esta digestion.

En conjunto, los resultados anteriores nos permitieron demostrar que LiEndoG es una endo-
exonucleasa capaz de generar cortes de cadena sencilla sobre el ADNdc superenrollado
circular, mientras que presenta preferentemente una actividad tipo 5’-exonucleasa sobre
ADNdc lineal. Este tipo de actividad coincide con el descrito para Nuclp y EXOG y se ha
asociado con su capacidad para participar en la recombinacién y reparacion del ADN
mitocondrial, respectivamente (137,148). Por ello, es plausible pensar que LIEndoG pueda

estar ejerciendo funciones similares en Leishmania infantum.

En segundo lugar, quisimos evaluar si la eliminacidon de LiEndoG podria tener algun efecto
sobre los parasitos. Para ello, se reemplazé uno de los alelos codificantes para LIEndoG por
un gen de resistencia a antibidtico, obteniéndose con ello promastigotes hemi-knockouts para
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EndoG (LiEndoG7*). Nuestros resultados muestran que estos parasitos, en los que se habia
conseguido reducir significativamente la expresién de LiEndoG, presentan un crecimiento
significativamente mds lento que el de los controles en condiciones de cultivo normales,
confirmando que LiEndoG es esencial para el desarrollo normal de los promastigotes de L.
infantum (articulo 2, figura 3). Este hallazgo estd ademds en consonancia con los reportados
para otros organismos. Por ejemplo, se ha descrito que la reduccidon de los niveles de
expresion de CPS-6 mediante ARNi en C. elegans produce un retraso del crecimiento celular
durante el desarrollo de este nematodo (129). De forma similar, se ha demostrado que la
delecion de Nuclp en S. cerevisiae produce una disminucion en su tasa de crecimiento, efecto

gue se atribuyd a la implicacién de esta proteina en la recombinacién del ADNmt (131).

Adicionalmente, hemos demostrado que los pardsitos deficientes en LiEndoG son mucho
menos infectivos para los macréfagos, ya que tanto el nimero de células infectadas como la
carga parasitaria en el interior de estas es significativamente menor cuando la infecciéon es
llevada a cabo con los parasitos LiEndoG7* (articulo 2, figuras 4b y c). Por tanto, podemos
concluir que los pardsitos con un nivel de expresion de LiEndoG disminuido tienen mermada
su capacidad para infectar macrdfagos, asi como la de proliferar y/o sobrevivir una vez se
encuentran infectando los mismos, demostrando que esta proteina también juega un papel

fundamental en los amastigotes intracelulares.

Finalmente, dada la demostrada localizacion mitocondrial de LiEndoG (101), decidimos
evaluar silareduccién en los niveles de expresidn de esta proteina produce algun efecto sobre
el funcionamiento de este organulo. En este sentido, comprobamos que la deficiencia de
LiEndoG genera un aumento en el potencial de membrana mitocondrial de los parasitos
(articulo 2, figura 4d). Este resultado puede parecer a priori contradictorio, ya que cabria
esperar que la deficiencia de LiEndoG produjese deterioro de la actividad mitocondrial. Sin
embargo, se habia demostrado previamente que los dafios en el ADN mitocondrial en L.
donovani producian un aumento de su A (92), por lo que es posible hipotetizar que la
hiperpolarizacién mitocondrial observada sea debida a la acumulacién de este tipo de danos

como consecuencia de la deficiencia de LiEndoG.

Por ultimo, para terminar de comprobar el posible papel dual de LiEndoG en la supervivencia
y muerte de los parasitos, utilizamos cultivos de promastigotes que sobreexpresan de forma
constitutiva esta nucleasa. Nuestro grupo ya habia demostrado previamente que la
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sobreexpresion de LiEndoG no tiene ningun efecto sobre el crecimiento de los parasitos en
condiciones normales, pero si produce un aumento del porcentaje de parasitos con el ADN
degradado (TUNEL positivos) cuando estos se tratan con el estimulo apoptdtico edelfosina
(101). Por ello, decidimos comprobar si los inhibidores de LiEndoG que hemos descrito en el
apartado anterior eran capaces de revertir la “sensibilizacién” a la muerte por estimulos
apoptoticos que estaba provocando la sobreexpresion de esta nucleasa. Para este fin
decidimos seleccionar el compuesto 37, denominado Lei49 en el articulo que estamos
discutiendo (168), porque tenia un potente efecto inhibitorio sobre la actividad de LIEndoG
in vitro, una buena actividad leishmanicida frente a promastigotes y amastigotes de L.
infantum y una citotoxicidad baja. Los resultados de nuestros experimentos muestran que los
pardsitos que sobreexpresan LIEndoG estan protegidos frente a la muerte producida por
concentraciones moderadas del Lei49 pero, como cabia esperar, este efecto desaparece a
medida que se aumentamos la concentracion de la molécula (articulo 2, figura 6b). De forma
contraria, y tal y como cabia esperar por nuestros resultados previos, estos mismos parasitos
eran mas susceptibles a la muerte producida por edelfosina que los parasitos control,
probablemente como consecuencia de tener su maquinaria molecular pro-apoptética
aumentada (articulo 2, figura 6c). En su conjunto, los resultados presentados en el articulo 2
demuestran que LiEndoG es, al menos, una de las dianas sobre las que actua el Lei49 en el
interior de los pardsitos, siendo esta afirmacion probablemente extensible al resto de

derivados de timidina con actividad leishmanicida.

En su conjunto, nuestros resultados indican que L/EndoG es importante tanto para la
supervivencia como para la ejecucién de la muerte en L. infantum, tal y como se ha descrito
también para sus ortélogos en S. cerevisiae o C. elegans (129,131). No obstante, seria
necesario determinar cuales son las funciones fisioldgicas en las que esta implicada LiEndoG
y que le otorgan este papel provida. En este sentido, se ha sugerido que las EndoGs de S.
cerevisiae y Neurospora podrian estar iniciando el proceso de recombinacion homdloga
mediante la generacién de regiones de cadena sencilla en los cromosomas gracias a su
actividad 5’-exonucleasa (109,137). Asi mismo, se ha sugerido que este mismo tipo de
actividad podria permitir a EXOG ampliar los cortes de cadena sencilla producidos en el
ADNmt como consecuencia del dafo oxidativo para facilitar su reparacion (147,148).

Nuestros resultados muestran que LiEndoG, al igual que las proteinas mencionadas
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anteriormente, tiene actividad tipo 5’-exonucleasa, por lo que no seria descabellado que
también pudiese estar involucrada en la recombinacién y reparacién del ADNmt. No obstante,
seria necesario caracterizar de forma mas detallada el tipo de actividad nucleasa de LiEndoG,
tarea que se abordé en el tercer articulo presentado en esta memoria. Por ultimo, podemos
afirmar que el hecho de que LIEndoG esté involucrada en la supervivencia de estos parasitos
confirma que esta proteina es una potencial diana terapéutica hacia la cual se podrian

desarrollar nuevos compuestos con actividad leishmanicida.
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4.2.5 Articulo 2
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Abstract

EndoG, a member of the DNA/RNA non-specific fiz-metal family of nucleases, has been demonstrated to be present in
many organisms, including Trypanosomatids. This nuclease participates in the apoptotic program in these parasites by
migrating from the mitochondrion to the nucleus, where it takes part in the degradation of genomic DNA that characterizes
this process. We now demonstrate that Leishmania infantum EndoG (LiIEndoG) is an endo-exonuclease that has a
preferential 5’ exonuclease activity on linear DNA. Regardless of its role during apoptotic cell death, this enzyme seems to
be necessary during normal development of the parasites as indicated by the reduced growth rates observed in LiEndoG
hemi-knockouts and their poor infectivity in differentiated THP-1 cells. The pro-life role of this protein is also corroborated
by the higher survival rates of parasites that over-express this protein after treatment with the LiEndoG inhibitor Lei49.
Taken together, our results demonstrate that this enzyme plays essential roles in both survival and death of Leishmania
parasites,
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Introduction

Members of the Endonuclease G (EndoG) family have heen
found in all organisms whose genomes have been fully sequenced.
Omne ol the most important roles described for these enzvmes is
their participation in the apoptotic process whereby EndoGs
translocate to the nuclens and contribute to the degradation of
gl'l]uﬂlil: DNA into [JIi_\;’UDLll'll'tl:\(rnlill ﬁ'.‘l&f]lll'uls [1]. All of these
proteins belong to the superfamily of non-specific fpa-metallonu-
cleases [2] and thelr nuclease activity depends on the presence of
divalent cations such as Mg™, Mn™ or Co™ whereas it is
inhibited by moderate concentrations of monovalent cations such
as K" or Na” [2,3.4]. EndoGs are encoded by a nuclear gene and
mmported into the mitochondrion as a consequence ol the presence
ol an N-terminal signal peptide [3]. Mitochondrial localization is
essential because its ectopic expression in the cytosol induces cell
death [2].

Despite the similarities among EndoG family members, their
nuclease activities are not identical: yeast and Newospora enzymes
contain an mrnsic 5° exonuclease activity that s absent m their
mammalian counterparts [6]. In fact, mammalian mitochondria
also contain EXOG, an endo-exonuclease that is considered to
have originated from the duplication of an ancestral nuclease gene
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that generated the paralogous EndoG- and EXOG-protein
sublamilies 1 higher cukarvotes, This way, the full endo/
exonuclease activities found in mitochondra of lower cukarvotes
were maintained [7].

Mammalian members of this family of nucleases attack the
nucleotide sequence in duplex DNA in a highly nonrandom
fashion and show a particularly strong, but not exclusive,
preference for nicking at positions adjacent to guanines [8]. This
striking preference to atack guanine tracts is the hallmark of the
endonuclease activity of the mammalian members of this family
and the reason why these enzymes were named Endonucleases G
In contrast, the yeast endo-cxonuclease has no preference 1o nick
specific sequences in double-stranded DINA (dsDINA) [6].

Apart from their involverment mn the death process, a pro-life
role for these nucleases has also been suggested n several
organisms. Thus, reduction in the levels of the €0 elegans EndoG
ortholog cps=6 by RNA interference [RNAI) delays cellular growih
during development of this worm [1]. Similarly, deletion of the
veast Endols ortholog Naelp sensitized cells 1o cell death using
standard culture conditions but, on the contrary, diminished
apoptotic death when mitochondrial respiration was increased.
These Imdmgs pomt 10 a dual (pro-life and pro-death) role [9].
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In this work we show that Leishmania infantum EndoG (LiEndoG)
not only displays endonuclease activity but, similarly to its
counterparts from yeast and Newospora, also functions as a 5'-
exonuclease. In an attempt to evaluate its possible pro-life role, we
used a gene replacement strategy to diminish endogenous
LiEndoG levels. This decrease reduced the growth rate of the
parasites and limited their capacity to infect and survive inside
differentiated THP-1 cells. Moreover, results from assays on
control and LiEndoG-transfected parasites using a recently
described LiEndoG inhibitor support the vital function of this
protein.

Materials and Methods

Cells and culture conditions

L. infantum promastigotes (M/CAN/ES/96/BCN150 MON-1),
kindly provided by Dr. Alonso (CBMSO- Universidad Auténoma
Madrid, Spain), were grown in RPMI-1640 medium (Gibco,
Paisley, UK) supplemented with 10% heat-inactivated fetal calf
serum (FCS), antibiotics, and 25 mM HEPES at 26°C. Parasite
death was induced by addition of edelfosine (Calbiochem) or
Lei49 (2-[(S)-2-Amino-3-methylbutanoyl-oxy]ethyl [(2R,3S,5R)-
5-(thymin-1-yl)-2-(trityloximethyl)tetrahydrofuran-3-yl] succinate)
to the culture medium [10]. Growth curves were plotted as the
product of cell concentration versus time. The graph shows the
log, values of the parasite concentration. Parasites were kept at the
log phase by daily dilution to 1.1x10°-1.5x10° parasites/mL and
successive dilutions were considered to calculate the number of
parasites.

Sequence cloning and construct design

DNA fragments containing the LiEndoG 5'UTR were obtained
after amplification of genomic DNA with 5’GGGGAATTCT-
GAACATCACAGTGTGGAG3' and 5'CTCATGGGTACCT-
GATGAATCGTTTCGCGCAS' primers (underlined sequences
highlight the EcoRI and the Kpnl restriction sites respectively).
DNA fragments containing the LiEndoG 3'UTR were obtained
after amplification of genomic DNA with 5'GGGCTGCAGCT-
TGTCGCGGTTTTGGS' and 5'GGGGGATCCTTGGGGT-
TGCCCTCGTTGC3' primers (underlined sequences highlight
the Pstl and the BamHI restriction sites respectively). Gene
replacement was achieved by transfection of the parasites with
DNA constructions containing the LiEndoG 5" UTR and 3'UTR
ends (cloned using the EcoRI/Kpnl and BamHI/Pstl restriction
sites, respectively) within the pUC19 vector containing either the
Puromycin N-acetyl-transferase (PAC) (pUC195" UTRLiendoG:pur-
0:3' UTRLiendoG) or the neomycin resistance gene (neo) (pU-
C195' UTRLiendoG:neo:3' UTRLiendoG). Both pac and neo genes
had been previously inserted into the pUCI19 vector using the
Kpnl and BamHI restriction sites.

EndoG expression and purification

E. coli BL21(DE3) pLys bacterial cells were transformed with
PRSET-LiendoG. Recombinant LiEndoG (rLiEndoG) expression
was then induced during 30 minutes with 1 mM IPTG at 37°C.
Because most of the expressed protein was found in the non-
soluble fraction, E. coli cells were lysed in 6 M GuHCI and the
cleared lysate was loaded onto a Ni-NTA resin under denaturing
conditions according to the manufacturer’s instructions (Qiagen).
On-column refolding of the protein was achieved by progressive
reduction of the urea concentration from 6 M to 1 M. The protein
was used for monoclonal antibody production according to
standard protocols [11].
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Nuclease activity assay

1 pg of plasmid DNA (pRSETa) was digested in a final volume
of 20 uL. with increasing amounts of rLiEndoG (20-150 ng) for
1 h at 37°C. Digested DNA samples were denatured using 0.1
volumes of NaOH 1 M, heated 2 minutes at 55°C, neutralized
with 0.2 volumes of TrisHCl 1 M, pH 4.0, chilled in ice and
finally diluted in Milli-Q) water in order to avoid the effect of the
salts on the migration of the samples during the subsequent
electrophoresis. The DNA samples were finally analyzed on an
agarose gel at 1.2% w/v, stained with ethidium bromide and
visualized under UV light.

Nuclease activity was also tested against a 500-bp PCR product
amplified with a forward primer fluorescently labeled at its 5" end
with 6-carboxyfluorescein (FAM) (Applied Biosystems). The PCR
fragment with a fluorescent 5" end was purified using a spin-
column (Qiagen) in order to remove the primers used for the
amplification. The PCR fragments were digested in a final volume
of 20 uL. with increasing amounts of rLiEndoG or DNase I
(Bochringer Mannheim) at 37°C for 1 h. 5 pL. of the digested
samples were heat-denatured and diluted 1:10 and analyzed by
capillary electrophoresis using the 3130 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems). The results obtained were examined using the Peak
Scanner v1.0 (Applied Biosystems) software. The remaining 15 pL
from each digestion were analyzed by electrophoresis on an
agarose gel at 1.2% w/v, stained with ethidium bromide and
visualized under UV light.

Promastigote transfection

The parasites were harvested in logarithmic growth phase and
transfected by electroporation as previously described [12]. Stably
transfected strains were selected in RPMI/20%FCS with 20 ug/
mL of puromycin for hemi-KO parasites and with 20 pg/mL of
puromycin and 30 pg/mL of G418 for double-KO parasites.

The pUC195" UTRLiendoG:puro:3' UTRLiendoG  construct was
linearized using the restriction enzymes HindIII and EcoRI. The
pUC195" UTRLiendoG:neo:3' UTRLiendoG construct was linearized
using the restriction enzyme EcoRI. The digestion products were
gel purified (INlustra GFX gel purification kit, General Electric)
prior to transfection. Individual clones were isolated in agar plates
[13]. Cultured cells were diluted 1:5 when the density exceeded
5x10° cells/mL and cell densities were determined by triplicates
using cell counting grids (Marienfeld, with a depth of 0.1 mm).

Protein Extraction and Western Blotting

40x10° parasites were lysed in 100 uL of Laemmli lysis buffer
and boiled for 10 minutes. 20 uL. of each sample were used for
SDS-PAGE analysis in 10% acrylamide gels. For Western blot
analysis, proteins were transferred from the gels to a PROTRAN
nitrocellulose membrane (Whatman) in transfer buffer (25 mM
Tris-HCI, 192 mM glycine, 20% methanol, 0.02%SDS, pH 8.3).
The membranes were first incubated for 2 h in a blocking solution
consisting of TBS-T buffer (150 mM NaCl, 10 mM Tris, 0,1%
Tween, pH 8) supplemented with 5% of BSA (bovine serum
albumin) (Sigma) and then with anti-LiEndoG monoclonal
antibody for 16 hours at 4°C with shaking. An anti-mouse
monoclonal antibody HRP-conjugated (Sigma) diluted 1:5000 in
the blocking solution was used as the secondary antibody.

Polyclonal anti-Hsp70 antibody diluted 1:2000 was used as a
loading control. In this case, a polyclonal anti-rabbit antibody
conjugated with HRP (Santa Cruz) diluted 1:5000 was used as the
secondary antibody. Antibodies were recognized with ECL
reagent (Thermo Scientific).

February 2014 | Volume 9 | Issue 2 | 89526



LiIEndoG Is Essential for Parasite Survival

rLiEndoG (ng)
0 160 (DP) 20 40 80 160 Bgl Il

Kb MW ND D ND D ND D ND D ND D ND D ND D

10 = B

8 —=> L

6 —>

5—>

4 >

3> o8
<—lin

25—>
<—sc

2>

15> <—linss
<—cirss

1—=>

Figure 1. Analysis of rLiEndoG activity on double-stranded DNA. 1 ug of supercoiled plasmid DNA (sc) was digested with increasing
amounts of rLiEndoG (0, 20, 40, 80 and 160 ng) and with 160 ng of denatured rLiEndoG protein (160DP) as a negative control. The restriction enzyme
Bgl Il (Bgl Il) was used as a control to generate linear DNA (lin). Each sample of digested DNA was split into two aliquots and one of them was heat-
denatured (D) while the other one remained non-denatured (ND). All samples were electrophoresed in a 1% agarose gel and visualized under UV
light. The different forms of plasmid DNA are indicated: open circular (oc); linear double-stranded (lin); supercoiled (sc); linear single-stranded (lin ss);

circular single-stranded (cir ss).
doi:10.1371/journal.pone.0089526.g001

THP-1 infections

THP-1 cells were seeded at 120.000 cells mL ™" in 24-multiwell
plates (Nunc, Roskilde, Denmark) and differentiated to macro-
phages for 24 h in 1 mLL RPMI-1640 medium containing 10 ng
mL ™! phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA, Sigma-Aldrich) at
37°C. Then the culture medium was removed and L. infantum
promastigotes in a ratio 20:1 to THP-1 cells were added in RPMI-
1640 medium. After 24 hours of incubation all medium with non-
infecting promastigotes was removed. Cells were washed three
times with 1 X phosphate-buffered saline (PBS) and detached with
TrypLE Express (Invitrogen, Leiden, The Netherlands) according
to the manufacturer’s indications. Infection rates were measured
by flow cytometry as the percentage of GIP positive cells. The
number of amastigotes inside the cells was indirectly determined
based on the intensity of the green fluorescence of the infected
cells.

Mitochondrial transmembrane potential determination

Logarithmically growing promastigotes (1x10° cells) were
incubated with Mitotracker Red CMXRos (Life Technologies)
to a final concentration of 100 nM and maintained under normal
growing conditions for 45 minutes. As a mitochondrial membrane
depolarization control the protonophore carbonyl cyanide m-
chloro phenyl hydrazone (CCCP) was used to a final concentra-
tion of 100 pM under the same conditions. Subsequently, samples
were analyzed using a FC500 MPL flow cytometer (Beckman-
Coulter).
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LiEndoG activity

The nuclease activity of LiEndoG in the presence of Lei49 was
monitored by measuring the increase in fluorescence derived from
the digestion of a piece of dsDNA. 6-Carboxyfluorescein (FAM)-
derived fluorescence is quenched by the proximity of tetra-
methylrhodamine (TAMRA) in the undigested probe constructed
by hybridization of the oligonucleotides FAM-5'-CTG TCG CTA
CCT GTG G-3'-TAMRA and FAM-5'- CCA CAG GTA GCG
ACA G-3'-TAMRA. Digestion of any of the two oligonucleotides
causes separation of the fluorophore from the quencher giving rise
to emission of a fluorescent signal. 30 pmol of the double-stranded
probe were digested with 2.5 ng mL™" LiEndoG. Reactions were
monitored in a Victor 1420 Multilabel Counter (Wallac) at an
excitation and emission wavelengths of 492 and 517 nm,
respectively.

Cell viability assay

Drug treatment of promastigotes was performed during
logarithmic growth phase at a concentration of 2x10° parasites/
mL at 26°C. The percentage of living cells was evaluated by flow
cytometry by the propidium iodide (PI) exclusion method [14].
Briefly, treated parasites were stained for 10 min with 5 pg/mL
PI. The number of Pl-negative parasites was determined in a
Beckman Coulter FC500 flow cytometer.

Confocal microscopy

All experiments were done starting with 10x10° logarithmically
growing promastigotes and visualized under a LEICA TCS-SP5
confocal microscope. Mito-Tracker Red CMXRos (Life Technol-
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Figure 2. Exonuclease activity of rLiEndoG. 500 ng of a PCR
fragment 5’-labeled with FAM were digested with rLiEndoG or DNase .
The amount of enzyme used for digestion is indicated. Digestion
products were processed by both agarose gel (1%) and capillary
electrophoresis. A) Agarose gel of the DNA fragments generated after
1 h of digestion with rLiEndoG or DNase I. B) Capillary electrophoresis
of the DNA probe digested for 1 h with 0.1 pg of rLiEndoG. C) Capillary
electrophoresis results obtained for the DNA probe digested for 1 hour
with 0.01 units of DNase I. Digested DNA was heat-denatured prior to
capillary electrophoresis. Fluorescence intensities (arbitrary units) of the
single-stranded DNA fragments generated after digestion and dena-
turation are shown on the y axis. Sizes of the ssDNA fragments (in
nucleotides) are shown on the x axis. Fragment sizes were analyzed
with the Peak Scanner (Applied Biosystems) software. Accurate sizes
can only be predicted for fragments longer than 50 nucleotides.
doi:10.1371/journal.pone.0089526.9g002

ogies) was used for mitochondrial localization at a final concen-
tration of 200 nM according to the manufacturer’s instructions.
Briefly, cell cultures were centrifuged to obtain a cell pellet and
gently suspended in warm (26°C) staining solution containing
200 nM Mito-Tracker Red CMXRos. After 45 minutes at 26°C
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the cells were re-pelleted by centrifugation and suspended in fresh
warm medium for 30 minutes. Finally, the cells were re-pelleted
again and washed in PBS. Cells were then fixed in 2%
paraformaldehyde in PBS for 10 minutes at room temperature
and washed with PBS. 1.5x10° cells were spread on poly-lysine
pre-coated slides and permeabilized with 0.1% Triton X-100 (TX-
100) in PBS solution for 10 minutes. Preparations were then
incubated with: i) blocking solution (2% BSA, 0.1% TX-100 in
PBS) for 60 minutes at room temperature, ii) primary monoclonal
antibody anti-LiEndoG (diluted 1:2 in blocking solution) for 16 h
at 4°C, and iii) antibody Alexa Fluor 488 anti-mouse (diluted
1:1000 in blocking solution) (Life Technologies). Each incubation
was followed by 3 washes with 1 xPBS.

Finally, the samples were covered with ProL.ong Gold Antifade
Reagent with DAPI liquid mountant (Life Techologies) and
visualized under the microscope.

Statistics

All the analyses were carried out with a minimum of three
independent experiments. The statistical significance of the
differences between treatments was evaluated by a two-tailed
unpaired t-test.

Results

The endonuclease activity of LiEndoG generates single-
stranded cuts in the DNA double helix

To determine whether, as described for other endonucleases
[6], LiEndoG is able to produce nicks in dsDNA, we proceeded to
digest supercoiled (sc) plasmid DNA with increasing amounts of
rLiEndoG expressed in . coli. Each digested sample was divided
mto two aliquots, and one of them was denatured to follow the
migration of the distinct forms of released single-stranded DNA.
The restriction enzyme Bgl II was used as a control for the
simultaneous digestion of both strands to generate a linear (lin)
DNA molecule (Figure 1; Bgl II). rLiEndoG is able to digest
supercoiled closed circular DNA, thus demonstrating that this
enzyme displays endonuclease activity. The enzyme primarily
generates open circular (oc) intermediates while only a very faint
band of linear (lin) DNA can be observed. Denaturation of the
samples (D lanes) allowed the detection of the fully-sized linear and
circular single-stranded (ss) DNA molecules that made up the open
circular forms generated after digestion. Because ethidium
bromide has much higher affinity for dsDNA, these ss molecules
are weakly stained compared to the oc DNA. Accordingly,
rLiEndoG displays endonucleolytic activity but digests only one of
the two strands of the double helix in every digestion step.
However, this enzymatic activity may render linear DNA as a
minor digestion product when two independent cuts in the
complementary strands are so close together that base pairing can
no longer maintain the circular structure (Figure 1; lin). The
progressive decrease in the total ethidium-derived fluorescence
reveals a process of DNA degradation that can be explained by the
release of small oligonucleotides from the double helix after
accumulation of single strand breaks. Thus, the enzyme seems to
cut stochastically any of the two strands, as has been described for
Drosophila melanogaster EndoG [15].

rLiEndoG shows exonuclease activity

While EndoGs from higher eukaryotes display only endonucle-
ase activity [6], Nuclp from S. cerevisiae behaves both as an
endonuclease and as an exonuclease [16]. Once established that
LiEndoG is an endonuclease, we addressed the possibility that it
might also display exonuclease activity. To this end, genomic
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Figure 3. LIEndoG single allele replacement reduces L. infantum promastigotes growth rate. A) Inmuno-blot using the monoclonal
antibody a-rLiEndoG against cellular extracts from wild-type (WT) promastigotes and from two clones of L. infantum promastigotes with a single copy
of the LiEndoG gene: SKOendoG(2) and SKOendoG(6). A Polyclonal a-Hsp70 (1:5000) antibody was used as a loading control. B) Logarithmic growth
curve for WT, SKOendoG(2) and SKOendoG(6) promastigotes. The curve is expressed as the log, parasite number per mL. Error bars represent standard

deviations; results are representative of three independent experiments.

doi:10.1371/journal.pone.0089526.9g003

DNA was amplified by PCR using a FAM-labeled forward primer
so as to generate a PCR product with a fluorescent 5" end. The
resulting PCR product was digested with increasing concentrations
of rLiEndoG. DNase I was used as a control for endonuclease
activity [17,18]. The products resulting from the digestion were
processed by both agarose gel electrophoresis (Figure 2A) and
capillary electrophoresis (Figure 2B and 2C). Whereas gel
electrophoresis allows the detection of all the dsDNA fragments
generated after digestion, only ss FAM-labelled fragments
(fragments containing the labelled 5" end) are detected in capillary
electrophoresis.

Digestion with rLiEndoG mostly generated fluorescent low-
molecular-weight ss- DNA fragments, being the major peak the
one closest to the y axis (Figure 2B). This accumulation of small
DNA fragments is not caused by extensive digestion because the
conditions of the reaction were adjusted to allow the detection of a
major peak of undigested DNA (500 bases). By contrast, the peak
pattern observed after digestion with DNase I is much more
dispersed along the x axis and the smallest fragments are not the
most abundant (Figure 2C). Taken these results together, the
nicking activity of rLiEndoG appears to be preferentially directed
against the 5" end of DNA.

LiIEndoG has a pro-life role

EndoGs from other lower eukaryotes have been reported to
play a dual role in both cell death and survival [9]. A gene
replacement strategy was followed to determine whether LiEndoG
is also involved in pro-life roles in Leishmania. All attempts to delete
both LiEndoG alleles were unsuccessful but parasites remained
viable after single allele replacement (LiEndoG~’"). The results
shown in Figure 3 indicate that LiEndoG expression is highly
reduced in the LiEndoG~’* promastigotes (Figure 3A). Growth of
these parasites was analyzed by counting the number of cells for 6
consecutive days. Parasites were kept in the logarithmic growth
phase by daily dilutions (Figure 3B). Since the y axis represents the
logy of the number of parasites an increase of one unit denotes one
round of division of the entire population. Results for two different
randomly selected LiEndoG~"* clones (SKOendoG(2) and SKOen-
doG(6)) are shown. LiEndoG™"* promastigotes grow at a much
lower rate than do their wild-type counterparts under optimal

PLOS ONE | www.plosone.org

growth conditions. In fact, a difference of 9 logy units between
clone 6 and the wild-type parasites is apparent after 6 days of
culture. Variations in the growth rates of clones 2 and 6 seem to
correlate with differences observed in the residual levels of
expression of LiEndoG. Thus, the disadvantage of the parasites
harboring reduced levels of LiEndoG is consistent with a pro-life
role for this protein.

LiEndoG-deficient parasites were also tested for their ability to
grow inside infected macrophages. Clones 2, 6 and wild-type
parasites were transfected with a plasmid containing the sequence
coding for eGFP. After incubation with nourseothricin and
selection of two random clones (SKO-GFP-2.1 and SKO-GFP-
6.1), the fluorescent parasites were incubated with differentiated
THP-1 cells and both the infection rates and the mean fluorescent
values of the infected cells were evaluated by flow cytometry. The
number of infected macrophages is significantly reduced when
incubating with SKO-GFP-2.1 and SKO-GFP-6.1 clones
(Figure 4B). Moreover, the parasite load inside the infected
THP-1 cells is also strongly decreased as indicated by the much
lower mean fluorescence intensities of the infected cells (Figure 4C).
Accordingly, LiEndoG-deficient parasites also have growth defects
during macrophage infection, confirming the pro-survival function
of this protein in amastigotes.

Because of the mitochondrial location of this protein, we also
evaluated any possible disturbances in the morphology of this
organelle in the LiEndoG~"* clones but no significant differences
could be observed. However, the LiEndoG-deficient parasites
show increased Mitotracker-derived fluorescence intensities when
compared with WT ones (Figure 4D), which demonstrates an
increased mitochondrial transmembrane potential (AYm) in the
LiEndoG~"* clones. This constitutes an unexpected result as
LiEndoG deficiency is expected to impair the mitochondrial
function. However, it has already been demonstrated that DNA
damages in the mitochondrial DNA of Leishmania parasites cause
an increase in their Aym [19].

We have recently identified several molecules able to reduce the
activity of LiEndoG i vitro [10]. Among them, Lei49 bchaves as
one of the best inhibitors (Figure 5) and also as one of the
compounds with better cytotoxic activity against L. mfantum
promastigotes (I1C50=4.33%0.05 pM) and  amastigotes
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Figure 4. LiEndoG single allele replacement impairs macrophage infection, reduces intracellular survival and increases
mitochondrial transmembrane potential. A) Inmuno-blot using the monoclonal antibody ao-rLiEndoG against cellular extracts from GFP-
expressing parasites. GFP: wild-type promastigotes. SKO-GFP-2.1 and SKO-GFP-6.1: Two independent GFP-expressing LiEndoG ’* promastigote
clones. A Polyclonal a-Hsp70 (1:5000) antibody was used as a loading control. B) and C). Intracellular infections. PMA-differentiated THP-1 cells were
infected with promastigotes expressing the green-fluorescent protein (eGFP). B). Percentages of infection were evaluated by counting the number of
green-fluorescent PMA-differentiated THP-1 cells by flow cytometry. C) Parasite load was determined based on the mean fluorescence intensity
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(arbitrary units; AU) of the infected THP-1 cells. D). Analysis of mitochondrial membrane potential based on the relative fluorescence due to
Mitotracker Red CMXRos. Error bars symbolize standard deviations; results are representative of three independent experiments. The mean value of
the clones differ from that of WT with p values <1073(¥), <107%(**), <107 °(***),

doi:10.1371/journal.pone.0089526.g004

(1C50=6.44%0.01 uM). To demonstrate that LiEndoG activity is
essential for parasite survival, Lei49-induced death rates were
analyzed in control parasites transfected with an empty vector and
in parasites overexpressing LiEndoG (Figure 6A). Parasite viability
upon treatment with increasing concentrations of Lei49 or
edelfosine was measured based on the percentage of propidium
iodide (PI) negative cells. The results presented in Figure 6B
demonstrate that parasites overexpressing this enzyme are
significantly protected against cell death caused by moderate
concentrations of Lei49 but, as expected, increasing concentra-
tions of the compound abolish the protective effect of overexpres-
sion. By contrast, as previously described [3], the same parasites
are more susceptible to edelfosine-induced cell death (Figure 6C),
probably as a consequence of increased activity of the pro-
apoptotic molecular machinery. As shown in Figure 6D the
overexpressed protein, similarly to the endogenous one, is
correctly targeted to the mitochondrion. These results support
the relevance of LiEndoG for parasite survival in addition to its
better known pro-death role.

Discussion

We show that LiEndoG is an endo-exonuclease that is able to
generate single-strand breaks in circular supercoiled DNA whereas
it has a preferential 5’ exonuclease activity over lincar DNA.
Previous findings from us and from other groups have already
demonstrated that this nuclease activity is relevant during the

apoptotic cell death process of the parasites [3,20,21]. The results
presented herein demonstrate that this enzyme is also essential for
survival. Firstly, we show that parasites which, as a consequence of
single allele replacement, contain reduced levels of LiEndoG
protein grow at much lower rates than do their wild-type
counterparts. Secondly, we demonstrate that these LiEndoG-
deficient parasites are much less infectious for macrophages.
Thirdly, we prove that the cytotoxic activity of the LiEndoG
inhibitor Lei49 is significantly reduced when the protein is
overexpressed in the parasites. Our results agree with those
reported by Buttner et al. who showed that deletion of Nuclp
reduces yeast growth rates, an effect attributed to its possible role
in mtDNA recombination [9]. Indeed, orthologs of EndoG in S.
cerevistae and in Neurospora initiate homologous recombination by
generating single-stranded regions in the chromosomes by means
of their 5’ exonuclease activity [22,23]. The 5’ exonuclease
activity described for LiEndoG in this article could be considered
as an indication of its possible involvement in recombination and
repair of mitochondrial DNA, even though more work will be
necessary to prove this point. Taken together, our results strongly
indicate that LiEndoG does indeed play a dual pro-life and pro-
death role in L. infantum similar to that described for the EndoG
orthologs in yeast and C. elegans. Moreover, the involvement of
LiEndoG in the survival of these parasites makes this protein a
potential target against which new leishmanicidal drugs could be
developed.
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Figure 5. Inhibition of the nuclease activity of LIEndoG by Lei49. LiEndoG activity was assayed by the cleavage of a dually labeled double-
stranded probe. DNA degradation is followed by the increase in fluorescence observed over 40 min of probe digestion in the presence of increasing

amounts of Lei49.
doi:10.1371/journal.pone.0089526.g005

PLOS ONE | www.plosone.org

February 2014 | Volume 9 | Issue 2 | 89526



Mitotracker

LiIEndoG Is Essential for Parasite Survival

a-LiEndoG / a-mouse AlexaFluor 488

70 kDa —,
55 kDa —
70 kDa_,
DAPI Merge
120 mpIR 120 ®mplR
B ... e pIRLIENdOG 4.17 C 16 . M PpIRLiENdoG 4.17
M pIRLiEndoG 4.28 ¢ m pIRLIEndoG 4.28
_ﬁ 80 é 80
g 60 8 60
& &
X 40 ® 40
" ” .
0 - T Y 0
3,1 12,5 25,0 50,0 0,0 3,1 6,3 12,5 250 50,0
[Lei49] KM [Edelfosine] uM

Figure 6. Drug-induced cell death in parasites overexpressing LIEndoG. A) Immuno-blot using the monoclonal antibody a-rLiEndoG against
cellular extracts from parasites transfected with an empty vector (pIR) and from two independent clones overexpressing LiEndoG (pIRLiendoG 4.17;
pIRLiendoG 4.28). A polyclonal a-Hsp70 (1:5000) antibody was used as a loading control. B) Percentages of Pl negative (alive) cells in the three cell
lines treated with increasing concentrations of Lei49. C) Percentages of Pl negative (alive) cells in the three cell lines treated with increasing
concentrations of Edelfosine. Error bars symbolize standard deviations; results are representative of three independent experiments. D) Mitochondrial
localization of LiEndoG in the overexpressing clone plRLiendoG 4.28. Similar results (not shown) were obtained for clone pIRLiendoG 4.17. The mean
values of the clones differ from that transfected with an empty vector with p values <107 " (*) or <1072 (*¥).

doi:10.1371/journal.pone.0089526.9006
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4.3 Asignacion de los dominios presentes en la EndoG de Leishmania infantum en
base a su estructura: caracterizacidn de una regidon que regula la actividad de esta
enzima en funcién del pH y una extension C-terminal que dicta en gran medida su

preferencia por los distintos sustratos de ADN

4.3.1 Hipoétesis

La secuencia polipeptidica de LIEndoG presenta varias inserciones que son practicamente
exclusivas de tripanosomatidos y que podrian estar dotandola de propiedades enzimaticas

Unicas.

4.3.2 Obijetivos

» Mejorar el modelo molecular de LiEndoG e incluir una previsién de estructura
tridimensional para estas inserciones.

» Asignar las posibles funciones de estas regiones en funcién de su estructura, secuencia
y localizacién.

» Comprobar experimentalmente el papel que tienen estas regiones sobre la actividad

nucleasa de LiEndoG.

4.3.3 Resultados principales

Una vez demostrado el papel dual provida/promuerte de LiEndoG en los parasitos, decidimos
llevar a cabo la caracterizacidn molecular de esta enzima para conocer mejor su
funcionamiento. En este sentido, nuestros resultados muestran que LIEndoG presenta una
insercidn rica en residuos acidos que, segin nuestro nuevo modelo molecular, se localiza de
forma muy préxima al centro activo de la enzima y en la misma regidn espacial ocupada por
el inhibidor de la EndoG de Drosophila melanogaster en el cristal DmEndoG/DmEndoGIl. Dado
qgue resultados previos obtenidos en nuestro laboratorio demostraban que LiEndoG esta
inhibida a pHs basicos (8 o superior), la presencia esta insercidon de caracter acido, asi como
su localizacién, nos llevé a postular que podria estar actuando como un sensor de pH vy
produciendo la autoinhibicién de la enzima. De hecho, en este trabajo mostramos que la

variante de LIEndoG en la que se han eliminado esta regién (residuos 145-180) es mucho mas
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activa que su homaloga silvestre a pHs mayores de siete. Adicionalmente, hemos descubierto
gue: i) LIEndoG existe como un homodimero y cada uno de los dos sitios activos se localizan
en lados opuestos de la interfaz de dimerizacion; ii) el reemplazo de la Ser211 del motivo
SRGH del centro catalitico por el aspartato candnico de la mayoria de las nucleasas de esta
familia da lugar a una enzima cataliticamente deficiente; iii) la actividad de la variante S211D
puede ser rescatada cuando se reemplaza de forma simultanea la Ala247 por una arginina; y
iv) la presencia de una extensidon en el extremo carboxilo terminal de LiEndoG es la
responsable de la preferencia de esta enzima por digerir ADN de cadena sencilla y las uniones
entre ADN de doble cadena y cadena sencilla. En conjunto, nuestros resultados apoyan la idea
de que LIEndoG es una proteina multidominio cuya actividad nucleasa puede ser modulada o
incluso abolida mediante cambios en su arquitectura generados en respuesta a

modificaciones del ambiente intracelular y a la interaccidén con otras proteinas.

4.3.4 Resumen

Llegados a este punto, podemos afirmar que nuestro grupo de investigacién ha sido capaz de
demostrar que la proteina LIEndoG posee caracteristicas funcionales y estructurales muy
similares a las mostradas por las EndoGs de otros eucariotas, incluyendo la localizacion
mitocondrial y la capacidad de translocarse al nucleo para degradar el ADN como respuesta a
un estimulo apoptdtico (101). Adicionalmente, hemos demostrado que L/IEndoG juega
también un papel provida en Leishmania infantum, ya que la disminucidén de su expresién
produce un retraso en el crecimiento de estos pardsitos y su inhibicion mediante el
tratamiento con derivados de timidina tiene un efecto citotéxico sobre los mismos, efecto
gque ademds puede ser contrarrestado mediante la sobreexpresion de esta proteina
(156,168). Teniendo en consideracién este papel dual y el potencial que ello le otorga como
posible diana terapéutica para el desarrollo de nuevos agentes antileishmania, pensamos que
podia ser interesante llevar a cabo una caracterizacién detallada de la enzima para conocerla

en mayor profundidad.

Para ello, en nuestro laboratorio se comenzd a mejorar el modelo molecular que habiamos
desarrollado previamente para LiEndoG (101). Afortunadamente, en los ultimos afios se
habian resuelto y depositado en Protein Data Bank (PDB) las estructuras cristalograficas de

varios miembros de esta familia de nucleasas, entre las que se encontraban la EndoG de
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Drosophila melanogaster (DmEndoG) en complejo con su inhibidor (DmEndoGl), varias
variantes de la EndoG de Caenorhabditis elegans (CPS-6 o CeEndoG) y la endo-exonucleasa
mitocondrial humana EXOG, proteinas con las cuales L/IEndoG guarda un alto grado de
homologia y cuyas estructuras pudimos emplear para mejorar nuestro modelo. Un primer
analisis del alineamiento multiple de las secuencias de todas estas enzimas nos permitio
detectar que LiEndoG presenta cuatro inserciones que no estdn presentes en sus homologas
(articulo 3, figura 1), por lo que nos parecié que podia ser interesante caracterizarlas y
comprobar si otorgaban alguna propiedad caracteristica a nuestra enzima. Ademas, tal y
como ya se ha comentado previamente en esta tesis, una de las peculiaridades mas llamativas
de las EndoGs de tripanosomatidos es que presentan un motivo SRGH en el sitio catalitico -
en lugar del motivo DRGH candnico de este tipo de nucleasas - por lo que pensamos que
también podia ser interesante investigar mas sobre las implicaciones que podia tener esta

diferencia en nuestra enzima.

Finalmente, el conjunto de las técnicas de modelado empleadas nos permitidé desarrollar un
nuevo modelo tridimensional de LiEndoG en su forma dimérica que incluia estas cuatro
inserciones (articulo 3, figura 3) y que proporcionaba una explicacidn estructural a algunas de

las peculiaridades enzimaticas de LiEndoG que describiremos a continuacion.

4.3.4.1 Caracteristicas del centro catalitico de LIEndoG

Como se comentod en la introduccion de esta tesis, nuestro trabajo de investigacién previo
mostraba que el centro catalitico de LiEndoG guarda una alta similitud con el de las nucleasas
extracelulares de S. marcescens y Anabaena sp., siendo ambas proteinas miembros de la
superfamilia de las nucleasas inespecificas con un dominio Bfa de unién a metal. Basandonos
en la estructura del centro catalitico de estas enzimas, fuimos capaces de generar un modelo
del sitio activo de LiEndoG en el que se muestra que el Mg?* catalitico estd coordinado
directamente con el oxigeno carboxamidico de la cadena lateral de la Asn246.
Adicionalmente, pudimos comprobar como una de las moléculas de agua de la esfera de
coordinacion del cation divalente esta unida mediante un enlace de hidréogeno al N& del anillo
imidazolico de la His214, residuo que a su vez actlia como una base general activando la
molécula de agua que llevara a cabo el ataque nucleofilico sobre el &tomo de fésforo del

sustrato que se esté hidrolizando (101). Esta histidina catalitica esta altamente conservada y
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suele formar parte del motivo DRGH caracteristico de esta familia de nucleasas. Sin embargo,
tanto en tripanosomatidos como en EXOG, el aspdrtico de este motivo esta reemplazado por
un residuo de serina, por lo que estas enzimas presentan un motivo SRGH en lugar del motivo
DRGH candnico en su centro activo. Por ello, decidimos explorar cudl era la relevancia de la
Ser211 en LiEndoG, para lo que expresamos dos variantes en las que este residuo se habia
reemplazado por una Ala (S211A) o el aspartico candnico (5211D) y evaluamos su actividad

nucleasa.

Nuestros resultados muestran que el reemplazo de la Ser211 por un aspartico (LiEndoG>211P)
produce una enzima con una actividad catalitica drasticamente reducida (articulo 3, figura 4).
Este resultado fue doblemente chocante porque, por un lado, se habia mostrado que el
mismo tipo de reemplazo en EXOG daba lugar a una enzima con tan solo una ligera inhibicién
de su actividad respecto a la proteina silvestre (117) y, por otro lado, el reemplazo de esta
misma Ser por una Ala en LIEndoG (LIEndoG>?!'") solo afectaba levemente a su actividad
(articulo 3, figura 4). Por ello, pensamos que el efecto deletéreo observado para la mutacidn
S211D debia ser consecuencia de las posibles interacciones y/o distorsiones que podia estar
generando el hecho de introducir un residuo con carga negativa en esta posicion de la

proteina.

Tras revisar las estructuras de DmEndoG y CPS-6 comprobamos que en estas enzimas el
carboxilato del aspartico del motivo DRGH estd “anclado” mediante la formacion de un
puente salino con el grupo guanidinio de una Arg colindante. Dado que en LiEndoG la posicidn
equivalente a este residuo esta ocupada por la Ala247, pensamos que su reemplazo por una
Arg podria reestablecer la pérdida de actividad observada en la variante S211D. En efecto,
nuestros resultados muestran como la introduccién de esta segunda mutacién para generar
una version de la proteina con dos sustituciones (LIEndoGS211A/A247R) e capaz de rescatar la
actividad de la enzima hasta alcanzar aproximadamente un 75% de la observada en Ia
proteina silvestre (articulo 3, figura 4). En conjunto, el andlisis de nuestro modelo y los
resultados obtenidos sugieren que la introduccién de un Asp en la posicion 211 de LiEndoG
produce que el carboxilato de su cadena lateral desorganice el sitio activo y cause una
disminucion drdstica de la actividad de la enzima, efecto que puede ser contrarrestado si se
introduce una Arg en la posicion 247 capaz de “anclar” este carboxilato mediante la formacion

de un puente salino.
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Para completar nuestros experimentos, reemplazamos también His y la Arg del motivo SRGH
por alaninas y evaluamos el efecto que producia cada uno de estos cambios sobre la actividad
enzimatica. Tal y como cabia esperar, la mutante LiEndoG"?'** fue incapaz de degradar el
ADN, dado el papel catalitico crucial que juega este residuo como base general que activa la
molécula de agua necesaria para el ataque nucleofilico. De forma similar, el reemplazo de la
Arg212 por una Ala generd una variante practicamente inactiva, lo cual no es sorprendente
teniendo en cuenta que este residuo esta implicado en la unién y posicionamiento del ADN

sobre el sitio catalitico (articulo 3, figura 4).

4.3.4.2 LiEndoG existe como homodimero

Si bien suponiamos que LiEndoG, al igual que sus homdlogas, podia existir como un
homodimero, no teniamos ninguna evidencia de que efectivamente asi fuera. En este sentido,
la superposicién de las estructuras tridimensionales de DmEndoG, CPS-6 y EXOG nos permitio
identificar varios residuos involucrados en la estabilizacidn de la interfaz de dimerizacion de
estas enzimas que estaban altamente conservados. Muchos de estos residuos también
estaban presentes en LiEndoG, lo cual aumentd nuestra confianza sobre la posibilidad de que
nuestra proteina fuese dimérica. Finalmente, la realizacién de ensayos de equilibrio de
sedimentacién y ultracentrifugacién analitica nos permitié obtener una confirmacion
experimental de que LiEndoG existe principalmente en su forma homodimérica, si bien
también se puede observar la existencia de proteina monomeérica y tetramérica de forma muy
minoritaria (articulo 3, figura 2). Teniendo en cuenta estos resultados, nuestro modelo de
LiEndoG refleja una proteina dimérica en la que cada uno de los centros activos se disponen
de forma distante y orientados en sentidos opuestos respecto a la interfaz de dimerizacion,

al igual que ocurre en las proteinas empleadas como modelo estructural (articulo 3, figura 3).

4.3.4.3 LiEndoG posee un dominio de autoinhibicidn que regula su actividad en funcién del

pH

Tal y como se ha comentado a lo largo de esta tesis, nuestros resultados muestran que
LiEndoG juega un papel dual en los parasitos y esta involucrada tanto en la supervivencia
como en la muerte de estos (101,156,168). Por tanto, parece evidente que deben existir

mecanismos moleculares y/o celulares capaces de regular la actividad de esta enzima y de
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asegurar el correcto funcionamiento de este equilibrio vida/muerte. Ademas, no podemos
olvidar que LiEndoG es una nucleasa no especifica, por lo que estos mecanismos también
pueden servir para proteger al material genético frente a un ataque nucleolitico que podria

ser autodestructivo.

En este sentido, se ha descrito que algunos organismos utilizan sistemas como la
compartimentalizacion celular, la formacién de puentes disulfuro, la regulacién por pH o la
presencia de proteinas inhibidoras especificas para modular la actividad de este tipo de
nucleasas (123,126,127,136,172). Uno de los ejemplos mas caracterizados de esta regulacién,
comentado también en la introduccién de esta tesis, lo conforman la EndoG de Drosophila
melanogaster (DmEndoG) y su inhibidor especifico DmEndoGl. En este organismo, la
formacién del complejo DmEndoG:DmEndoGI permite que la proteina inhibidora encaje un
bucle o loop rico en residuos acidos en el surco de unién del sustrato de DmEndoG mediante
la formacién de numerosos puentes salinos, bloqueando asi la unién de los oligonucleétidos
e inhibiendo la actividad nucleasa (123). Si bien es cierto que hasta la fecha no ha sido descrito
ningun inhibidor de este tipo en Leishmania, nuestro modelo nos permitié comprobar que la
primera de las cuatro inserciones detectadas en la secuencia de LiEndoG (residuos 145-180)
se localizaba cerca del sitio activo y aproximadamente en la misma region espacial ocupada
por DmEndoGI en el complejo DmEndoG:DmEndoGI. La presencia de numerosos residuos
acidos de aspartico y glutamico en esta insercién, sumado a que los resultados previos de
nuestro laboratorio mostraban que LIEndoG esta inhibida a pHs iguales o superiores a 8, nos
llevé a pensar que este tramo podria estar actuando como un dominio de autorregulaciény
ser el responsable de la dependencia de pH mostrada por esta enzima. Para testar esta
hipodtesis, los residuos de esta insercion exclusiva de tripanosomatidos fueron reemplazados
por la secuencia AKNDA que tiene DmEndoG en esta regidn y la actividad de la variante sin el
putativo dominio de autoinhibicidn (LiIEndoGAi) fue comparada con la de la proteina silvestre

(LiEndoG) a pHs comprendidos entre 6.5 (pH éptimo para la actividad de LiEndoG) y 8.

Nuestros resultados muestran que LiEndoGAi permanece cataliticamente activa en todo el
intervalo de pHs estudiado mientras que, por el contrario, la actividad de la proteina silvestre
disminuye progresivamente segun se incrementa el pH hasta 8.0, (articulo 3, figura 5A). Es
importante sefalar que tanto la actividad de la proteina silvestre como la de la mutante sin

el putativo dominio de autoinhibicién es maxima a pH 6.5. En consecuencia, la delecidn de
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este dominio no modifica el valor de pH dptimo para la actividad catalitica, sino que amplia
el intervalo de valores de pH en los cuales esta enzima permanece activa. Por tanto, podemos
concluir que los residuos comprendidos entre las posiciones 145-180 constituyen un dominio

de autoinhibicién en LiEndoG capaz de regular su actividad en funcién del pH.

Existen varios resultados que apuntan a la presencia de un pH proximo a 8 en la matriz
mitocondrial y de aproximadamente una unidad menos en el citosol (173,174). Segun esto,
LiEndoG estaria casi completamente inhibida en el interior de la mitocondria y podria
activarse una vez es liberada al citosol durante la muerte celular, pudiendo esta activacion
estar ademds potenciada por el descenso del pH citosdlico observado durante el proceso
apoptético (175,176). Sin embargo, dado que tanto el pH citosélico como mitocondrial
pueden verse fuertemente reducidos durante la activacién de las células con agonistas de
movilizadores de Ca?* (174), la actividad de LiEndoG dentro de la mitocondria podria estar
estimulada bajo diferentes condiciones celulares. De hecho, cualquier agente que cause una
disminucion de la actividad mitocondrial puede producir una reduccién en el transporte de
protones y provocar una reduccién del valor del pH en el interior de la matriz mitocondrial

gue, eventualmente, podria llevar a la activacién indirecta de LiEndoG.

Finalmente, quisimos evaluar si la presencia de residuos dacidos en este dominio de
autoinhibicidn era realmente relevante para la modulacion de la actividad de la enzima. Para
ello, reemplazamos los tres residuos de aspartico localizados en la regién central del dominio
(160DDD162) por tres alaninas para generar la variante LIEndoGP60-162A vy evaluamos su
actividad nucleasa a distintos pHs (articulo 3, figura 5b). Nuestros resultados demuestran que
estos tres residuos son esenciales para la autoinhibicion de LiEndoG, dado que la variante
LiIEndoGP160-162A myestra basicamente el mismo comportamiento que LiEndoGAi sobre el
rango de pHs estudiado. El hecho de que el reemplazo de estos asparticos por alaninas de
lugar a una proteina que es todavia activa a pH 8.0 refuerza la relevancia que tienen estos

tres residuos acidos en el mecanismo de autoinhibicion dependiente de pH en LiEndoG.

4.3.4.4 La extension en el extremo carboxilo terminal de LiEndoG determina su preferencia

por los sustratos de cadena sencilla

Como hemos comentado anteriormente, tras realizar el alineamiento multiple de secuencias
de LiEndoG con sus homaélogas en otros organismos, fuimos capaces de detectar la presencia
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de cuatro inserciones en nuestra proteina que no tenian una funcidn previa asignada (articulo
3, figura 1). La ultima de estas inserciones la componen los residuos 440-510 y supone una
extension del extremo carboxilo terminal en LiEndoG. Curiosamente, cuando fuimos a
modelar esta regidn en base a la prediccién de su estructura secundaria, vimos que el Unico
modelo estructural similar disponible en PDB era el dominio carboxilo terminal (CTD, carboxyl
terminal domain) de la EXOG humana, incluso a pesar de que estas dos regiones tienen una
identidad de secuencia relativamente baja. Partiendo de este modelo, y empleando varias
técnicas de refinamiento estructural, en el laboratorio se generé un modelo tridimensional
para el dominio CTD de LiEndoG compuesto por la agrupacién de tres hélices alfa, la primera
de las cuales queda localizada de forma muy préoxima al surco de unién del sustrato. Esta
localizacidon, sumada al hecho de que el CTD en EXOG es responsable tanto de su afinidad por
el ADN de cadena sencilla como de su actividad 5’-exonucleasa (117), nos hizo pensar que
este domino podria estar jugando un papel similar en nuestra enzima. Para testar esta
hipdtesis, generamos una proteina truncada carente de sus 70 ultimos aminoacidos
(LIEndoGA®™) y comparamos su actividad respecto a la proteina silvestre (LIEndoG) frente a

distintos sustratos.

En primer lugar, digerimos un sustrato de ADN bicatenario con extremos romos marcado en
5 con P32y separamos los productos de estas reacciones mediante una electroforesis
desnaturalizante en gel de acrilamida (articulo 3, figura 6B). Tal y como esperdbamos, los
resultados de este experimento muestran que tanto LiEndoG como LIEndoGA®™ son
endonucleasas sin especificidad de secuencia, ya que a sus concentraciones mas bajas ambas
enzimas generan una coleccién de fragmentos de ADN de tamafios mas o menos aleatorios
gue van desapareciendo progresivamente a medida que aumentamos la concentracién de
proteina. No obstante, también es posible apreciar algunas diferencias en la forma que tienen
las dos enzimas de digerir este sustrato. Una de ellas es el tamafio de los fragmentos de ADN
mas pequefios que son capaces de generar, siendo de 5, 6, 8 y 10 nucledtidos para LiEndoG y
de 6 y 10 para LIEndoGA®™. No obstante, la diferencia mas notable la encontramos en que
LiEndoG genera rapidamente fragmentos pequefios de ADN (8 nucledtidos) incluso cuando
todavia queda una alta proporcion de sustrato sin digerir (articulo 3, figura 6B-linea 3), lo cual
parece indicar que parte de su actividad estd dirigida sobre el extremo 5’ del sustrato. Esta

preferencia por el extremo 5’ fue confirmada tras marcar el sustrato en su extremo 3’ y

106



comprobar que LiEndoG generaba mayoritariamente un fragmento de gran tamafio a las
concentraciones mas bajas de enzima, si bien la longitud exacta de este oligonucledtido no se
pudo determinar con los marcadores empleados (resultado no mostrado). De forma
contraria, con LIEndoGA®™® tenemos que esperar a que el sustrato inicial esté digerido casi
por completo para poder observar altas concentraciones de oligonucledtidos pequeiios,
indicando que estos deben surgir como resultado de la digestién progresiva de los productos

de reaccidn iniciales.

Nuestro siguiente paso fue testar la actividad de estas enzimas sobre ADN de doble cadena
(dc) y cadena sencilla (cs), para lo cual seleccionamos un sustrato con una region central de
48 pares de bases flanqueada en sus extremos por oligonucleétidos de cadena sencilla de
tamafio variable (articulo 3, Figura 6C). Nuestros resultados muestran que, al menos en este
tipo de sustratos, LiEndoG tiene una afinidad extraordinaria por el ADNcs, no pudiéndose
observar la aparicion de fragmentos correspondientes a la digestidn sobre la regién de
ADNdc. Sin embargo, esta afinidad se pierde cuando eliminamos el CTD, ya que la variante
LiIEndoGA®™® da lugar a un patrén de digestion muy similar al observado con el sustrato de
extremos romos anterior. Adicionalmente, pudimos comprobar que LiEndoG tiene una clara
preferencia por digerir este sustrato en las posiciones 7 y 11, ya que estos son los fragmentos
mayoritarios que observamos a la concentracion mas baja de enzima (de entre las que son
capaces de digerir la sonda). Dado que la posicién 11 marca exactamente el primer nucleétido
de la region de ADNdc, este resultado indica que LiEndoG es capaz de eliminar los
oligonucleétidos de cadena sencilla u overhangs que sobresalen en 5’ del ADNdc, siendo esta
una actividad que tipicamente llevan a cabo las flap endonucleasas. Posteriormente, este
fragmento de 11 nucledtidos es degradado rapidamente hasta generar hexa vy
pentanucleétidos, siendo aparentemente este el tamafio critico de sustrato de cadena
sencilla que es capaz de digerir LIEndoG. Este resultado estd en consonancia con lo predicho
por nuestro modelo, ya que los oligonucledtidos de menor tamafio pierden algunas de las
interacciones mas relevantes con la enzima, dificultando que se unan a esta con suficiente

afinidad.

Por ultimo, para comprobar de forma inequivoca si el CTD es el responsable de la actividad
preferente de L/EndoG sobre el ADNcs, utilizamos como sustrato un ADN de solo 14

nucledtidos incapaz de generar estructuras bicatenarias (articulo 3, figura 6D). Nuestros
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resultados muestran que LIEndoGA®™® tiene tan baja afinidad por este sustrato que es
practicamente incapaz de procesarlo, pudiéndose solo observar cierta digestion a la mayor
concentracion de enzima empleada. Por el contrario, LIEndoG digiere este ADNcs
rapidamente, confirmando asi que el dominio CTD es determinante para la afinidad de esta

enzima por los sustratos de cadena sencilla.

En conjunto, nuestros resultados muestran de forma inequivoca que el dominio carboxilo
terminal de LIEndoG es responsable de la preferencia que tiene esta enzima por digerir ADN
de cadena sencilla, ya sea de forma aislada o formando parte de un hibrido de ADNcs/dc. Este
resultado es similar al reportado para EXOG, donde la eliminacién del dominio CTD o el
reemplazo de la Gly277 (préxima a este dominio) por una Val da lugar a variantes con mucha
menor actividad sobre el ADNcs, indicando la relevancia que tiene tanto la presencia como el
posicionamiento de este dominio sobre su actividad catalitica (117). Adicionalmente, en este
mismo trabajo se muestra como la actividad 5’-exonucleasa de EXOG, que da lugar a la
aparicion de mono y dinucleétidos como producto de digestién, desaparece cuando la
hidrdlisis es llevada a cabo con las dos variantes mencionadas anteriormente (117). Cabe
destacar que LiEndoG, aun teniendo un CTD muy similar al de EXOG, no es capaz de generar
estos mono vy dinucleétidos, por lo que no podemos considerarla como una exonucleasa
“clasica”. No obstante, es importante recordar LiEndoG fue capaz de generar rapidamente
oligonucledtidos de pequeiio tamafio (8 nucleétidos) al digerir el sustrato de doble cadena,
por lo que si parece tener cierta polaridad 5’. Esta preferencia por digerir rapidamente los
extremos 5’ para generar oligonucleétidos de pequeiio tamafio se vio corroborada por
experimentos en los que se marcd el extremo 3’ de una de las dos hebras complementarias y
se comprobd la aparicidon de un fragmento de gran tamafio resultante de un acortamiento
inicial del extremo 5’. En cualquier caso, parece claro que tanto en EXOG como en LiEndoG la
preferencia por los sustratos de cadena sencilla estd dictada por la presencia de esta
extensidn carboxilo terminal. De hecho, tras la eliminacidn de este dominio, LIEndoGA®™® se
comporta basicamente como la EndoG humana o CPS-6, endonucleasas sin preferencia por el
ADNcs y que carecen de forma natural de la extension carboxilo terminal (121). Este
comportamiento puede entenderse si tenemos en cuenta que las tres hélices del dominio
CTD, cuando se mantienen en su posicién con la ayuda de la formacién de un puente disulfuro

entre la Cys 434 y Cys439, estan organizadas de forma que se posicionan préximas al centro

108



activo, dificultando la unidn del ADNdc. Sin embargo, el paso del ADNcs sigue siendo posible,
de ahi la gran afinidad que muestra LIEndoG tanto por este sustrato como por las uniones
ADNcs/ADNdc. Por el contrario, cuando el CTD no esta frente al sitio activo, ya sea porque se
ha desplazado como consecuencia de un movimiento tipo bisagra del cuerpo principal de la
proteina o porque ha sido eliminado, LiEndoG es capaz de unir sustratos de doble cadena y

comportarse como una endonucleasa clasica.

Por ultimo, el hecho de que este dominio CTD no esté presente ni en DmEndoG ni en CPS-6
(enzimas carentes de actividad exonucleasa), sumado a que se cree que la actividad 5'-
exonucleasa de EXOG es esencial para la reparacién y recombinacion del ADNmt (148), nos
hace pensar que LIEndoG puede actuar como una enzima exonucleolitica y/o tener la
capacidad de cortar moléculas de ADN ramificadas con fragmentos de cadena sencilla como
los que surgen en los procesos de replicacidon, recombinacidn y reparacién del ADN (177).
Adicionalmente, esta capacidad de LiEndoG de eliminar los 5’-overhangs del ADNdc nos hizo
darnos cuenta de que nuestra enzima también guarda cierta similitud con la proteina CRN-1,
proteina homdloga a la flap endonucleasa 1 (FEN-1) en C. elegans. CRN-1 es una enzima
nuclear con actividad 5-exonucleasa, flap-endonucleasa y 5’-gap endonucleasa a la que
habitualmente se ha asociado con procesos de reparacién y replicacion del ADN.
Adicionalmente, se ha mostrado que CRN-1 interacciona y coopera con CPS-6 durante el
proceso de muerte celular para llevar a cabo de forma conjunta la fragmentacién del ADN. De
hecho, se ha propuesto que la cooperacidn de estas enzimas es critica para pasar del estado
de replicacién/reparacién al de degradacién del ADN durante la apoptosis (136). De forma
similar, se ha demostrado que LdEndoG y LdFEN1 coinmunoprecipitan en los extractos
nucleares de Leishmania donovani cuando estos parasitos son tratados con un inhibidor de la
topoisomerasa IB (100). Si bien es cierto que aun no se sabe si LIEndoG y LIFEN1 también
cooperan en Leishmania infantum, nuestros resultados indican que LIEndoG por si sola podria

tener una actividad equivalente a la de CPS-6 y CRN-1 actuando juntas.

En conclusidn, nuestro trabajo muestra que LiEndoG tiene un tamafio mucho mayor al de
otras EndoGs (101) debido a la presencia de inserciones en su secuencia que no existen fuera
de la familia de los tripanosomatidos y que le dotan de propiedades practicamente Unicas. En
este trabajo, hemos identificado y caracterizado el papel de dos de estas inserciones, siendo

la primera de ellas un dominio de autoinhibicién que modula la actividad de la enzima en
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funcion del pH y la ultima una extension del dominio carboxilo terminal que le confiere
selectividad por el ADN de cadena sencilla, tanto por si solo como cuando esta formando
parte de una uniéon ADNcs/ADNdc. Por consiguiente, nuestros resultados muestran que
LiEndoG estd dotada de una especificidad estructural que le permite cortar preferentemente
en la base de un saliente de ADNcs de una forma similar como lo hacen las flap endonucleasas
(178). Adicionalmente, el modelo generado en nuestro laboratorio sugiere que las dos
inserciones restantes podrian estar implicadas en la unién del sustrato y la formacién de
interacciones con otras proteinas, si bien estas propuestas no han sido contrastadas
experimentalmente todavia. No obstante, este estudio allana el camino para la
caracterizacion de estos y otros dominios y nos motiva a buscar las posibles proteinas con las

gue puede estar interaccionando LiEndoG.
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ABSTRACT

Mitochondrial endonuclease G from Leishmania in-
fantum (LiEndoG) participates in the degradation of
double-stranded DNA (dsDMNA) during parasite cell
death and is catalytically inactive at a pH of 8.0 or
above. The presence, in the primary sequence, of
an acidic amino acid-rich insertion exclusive to try-
panosomatids and its spatial position in a homology-
built model of L/IEndoG led us to postulate that this
peptide stretch might act as a pH sensor for self-
inhibition. We found that a LiEndoG variant lacking
residues 145-180 is indeed far more active than its
wild-type counterpart at pH values =7.0. In addition,
we discovered that (i) LiEndoG exists as a homod-
imer, (ii) replacement of Ser211 in the active-site
SRGH motif with the canonical aspartate from the
DRGH motif of other nucleases leads to a catalytically
deficient enzyme, (iii) the activity of the $S211D variant
can be restored upon the concomitant replacement
of Ala247 with Arg and (iv) a C-terminal extension
is responsible for the observed preferential cleav-
age of single-stranded DNA (ssDNA) and ssDNA-
dsDNA junctions. Taken together, our results sup-
port the view that LiIEndoG is a multidomain molec-
ular machine whose nuclease activity can be subtly
modulated or even abrogated through architectural
changes brought about by environmental conditions
and interaction with other binding partners.

INTRODUCTION

Sugar nonspecific endonucleases belong to a family of en-
zymes that cleave single- and double-stranded DNA (ss-
DNA and dsDNA, respectively) and/or RNA molecules
with little or no sequence specificity. Among them, endonu-
clease G (EndoG) is highly conserved in eukaryotes (1) and
is targeted to the mitochondrial intermembrane space from
where it is released in response to a death stimulus. Upon
subsequent translocation to the nucleus, EndoG is thought
to participate in the process of DNA degradation that is as-
sociated with programmed cell death (2).

Organisms have sophisticated mechanisms for genome
protection against self-destructive nuclease activity. Al-
though EndoG is usually silenced by compartmentalization
into mitochondria, additional protective strategies have

evolved in nature, such as activation via cross-linking of

cysteine residues, as in the nucleases secreted by Serraria
muarcescens (3) and Vibeio vulnificus (4), or active site block-
ade, as exemplified by the specific protein inhibitors co-
crystallized with nucleases [rom Aneabaena spiroides (5) and
Drosophila melanogaster (6), These mechanisms avoid irre-
versible damage caused by stray EndoG.

In the last decade, the 3D structures of several eukary-
otic endofexo-nucleases from different organisms have been
solved and deposited in the Protein Data Bank (PDB) (7).

From the structural point of view. the common core of

these metallonucleases is made up of two antiparallel B-
sheets and one a-helix that contains an essential and strictly
conserved asparagine residue whose carboxamide oxygen is
used 1o coordinate to a divalent metal ion. This cation is

usually magnesium although manganese or, in the case of

human EXOG (R), calcium is also catalytically competent.

“To whom correspondence should be addressed. Tel: +34 918 855 109; Fax: +34 918 854 585; Email: antoniojimenexz@uah.es
Correspondence may also be addressed to Federico Gago. Tel: +34 918 854 514; Fax: +34 918 854 591: Email: federico.gagof@uah.es

© The Author(s) 2017, Published by Oxford University Press on behalf of Mucleic Acids Rescarch
This is an Open Access article distributed under the terms of the Creative Commons Attribution License (hup:/ fereativecommons,org/licenses/ by-nc /4.0, which

permits non-commercial re-use, distribution, and reproduction i any medium, provided the original work is properly eited, For commercial re-use, please contact

journals permissionsoup.com

0Z0Z Y2JeW L& UD JBsn ey ap pepISIanun Aq #SHEES/0E06/S LIS HATRNSqE-B[DINEIEU WO dno dwapede/y: sdyy woy papeojumog



We previously showed that the protozoan parasite Leish-
mania infantum expresses a protein, LiEndoG, with struc-
tural and functional characteristics that strongly resemble
those of endonucleases G from higher eukaryotes, including
mitochondrial localization and migration to the nucleus in
response to a death stimulus (9). More recently, we demon-
strated that LiEndoG also has a pro-life role in the par-
asite, as indicated by the reduced growth rates observed
in LiEndoG hemi-knockouts and the cytotoxicity of the
LiEndoG inhibitor Lei49 on promastigotes and amastig-
otes, which can be counteracted by LiEndoG overexpres-
sion (10).

Herein, guided and supported by an atomic three-
dimensional model of the homodimeric enzyme, we seek a
rationale for the occurrence of the SRGH motif in EndoGs
from trypanosomatids in place of the canonical DRGH and
pursue the assignment of specific functions to several dis-
crete domains that appear to be unique to these enzymes.
Two of these assigned functions are validated in L/IEndoG
through the experimental generation and biochemical char-
acterization of several protein variants whose enzymatic ac-
tivities on a variety of substrates are compared to that of the
wild-type enzyme.

MATERIALS AND METHODS
Molecular modeling of LiEndoG

The dimers observed in the crystal structures of Drosophila
melanogaster EndoG (DmEndoG, PDB id. 3ISM)
(6), the inactive H148A (11), H148A/F122A (12) and
HI148A/QI130K (13) variants of Caenorhabditis elegans
EndoG (CeEndoG, a.k.a. CED-3 protease suppressor-6
[CPS-6], PDB ids. 3S5B, SGKC and 4QNO0, respectively),
and human mitochondrial endo-exonuclease G (EXOG,
PDB id. 4A1N) (11) are considered to be valid models
for eukaryotic EndoGs because of the high conservation,
from yeast to human, of many residues that are crucial
for both activity and dimerization (6,14). Comparison and
inspection of the incomplete homology models provided by
the threading methods implemented in the Phyre2 (15,16)
and Swiss-Model (17) web servers allowed us to construct
a consensus ‘gapped’ model comprising residues 99-144,
181-264, 301-315 and 364439 of LiEndoG (UniProtKB
entry BOZTD?3) that was elaborated further with the aid of
additional iterative and incremental modeling, as described
below. Although human EXOG has been biochemically
characterized in detail (18), the three-dimensional co-
ordinates deposited in the PDB for this protein remain
unpublished and suffer from some uncertainties. For
this reason, we refined them against the accompanying
electron density map using Coot (19) and Phenix (20,21).
The resulting model (Supplementary Figure S1) was then
used as a template by the one-to-one threading methods
implemented in the Phyre (15) and SwissModel (17) servers
to generate a consensus 3-helix bundle for the C-terminal
domain (CTD) of LiEndoG. Structure visualization,
molecular editing, and figure preparation were performed
with PyMOL (22).

No suitable templates were found for building a homol-
ogy model of inserts 1—3 (Figure 1) but the algorithms
(23,24) implemented in Robetta (25) were able to produce a
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reasonable structure for insert 1 (residues 145-180), which
comprises the (Asp/Glu)-rich region exclusive to nucle-
ases from trypanosomatids, and we tentatively modeled the
polyglutamine tract in insert 2 as an «-helix (26,27). The flap
in insert 3, one B-strand of which is proposed to form an in-
termolecular B-sheet in the dimer, was constructed by fol-
lowing an incremental approach that took into account the
putatively equivalent positioning at the tip of the B-hairpin
of 2'RPDG?** in LiEndoG and *“*EGDG?"7, 2lEDDG?**
and 29RGDG? in CeEndoG, DmEndoG and EXOG, re-
spectively. The Random Coordinate Descent (RCD) loop
closure algorithm (28) was used profusely for the ab initio
modeling of the remaining gaps.

The two putative disulfide bonds between residues 100—
116 and 434-439, earlier predicted by the DISULFIND
server (29) on the basis of the primary sequence (9), and
now found to be feasible in 3D given the spatial close-
ness and suitable side-chain orientation of the two cysteines
making up each pair (Figure 1), were incorporated into the
structural model of each monomer. The catalytic Mg>* ion
and the water molecules completing its octahedral solvation
shell were introduced in agreement with the geometries ob-
served in both DmEndoG (6) and EXOG (11), which are
coincident with that described previously for our simplified
model of the active site of LiIEndoG (9) based on Vibrio vul-
nificus nuclease (Vvn) (30). Finally, all the domains were in-
tegrated into a LiIEndoG dimer that was visually and com-
putationally inspected. Minimal manual adjustments allevi-
ated some steric clashes involving some side-chain rotamers
and protein backbone atoms. The resulting protein struc-
ture was then refined in the AMBER force field (31) by
carrying out, essentially as described (30), a series of Ca-
restrained energy minimizations followed by molecular dy-
namics (MD) simulations at 300 K in a box of TIP3P water
molecules and counterions using the pmemd module of the
AMBER 14.0 suite of programs (31).

The complexes of wild-type Vvn and its inactive H80A
variant with a dsDNA octamer (32) and a dsDNA 16-
mer (33), respectively, as well as the complex between the
H148A/F122A variant of CeEndoG and a 5'-TTTTTTGT-
3’ ssDNA (12), provided the structural information nec-
essary for building the initial LiIEndoG:DNA complexes
prior to refinement using the same molecular mechan-
ics methods that were employed on the protein alone.
In this respect, further crystallographic refinement of the
CeEndoG(H148A/F122A):ssDNA complex (PDB code:
SGKP) against the accompanying electron density map us-
ing Coot (19) and Phenix (20,21) allowed us to unambigu-
ously trace most of the intact octanucleotide chains bound
to both subunits and place all the bases in the right reg-
ister and correct positions (Supplementary Figure S2 and
Table S1). This step was instrumental in deriving a reliable
molecular model of LiIEndoG:ssDNA in which the residues
that interact with the phosphate backbone can be unequiv-
ocally identified (Table 1). As a template for our ssDNA-
dsDNA junction we used the single-crystal structure of a
DNA Holliday junction model (34) (PDB code: 4GS2) and
changed base composition by means of the ad hoc utility
implemented in Coot (19).
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DmEndoG p AGLLFFDQINRKQ 301
CeEndoG N AGLEIFARLDPKS 294
| — |
LiEndoG LPDLCKTHKCAARPENANe):34:10)72:Xe)A2IA A DS\AZ0I A lelind.V-NKeA SAAAGKLDINNA I Ae) N IAAfVAA 499
EXOG IRN] VDTCKLLDIFAO) A REHAAENNATE - GSVL - RIBH G NBINE T ——-EPDDMFUSRYEKKL—————— 351
DmMENdoG LN G~ — = — — = = — = = = — = —— 309
CeEndoG IJaNGN-—————————————————————————— -~~~ -~ — - ———————————— 302
¢ —e

insert 4

Figure 1. Structure-based multiple sequence alignment, as provided by the updated Dali server (70), of our LiIEndoG model against the three most suitable
templates found in the Protein Data Bank. a-helices and B-strands are boxed in a red or blue background, respectively. Note the presence of the four
insertions (¢-¢) in L/EndoG for which the only counterpart in the other three enzymes is the EXOG CTD, which shows some homology to insert 4. The
two rotated square brackets connecting the cysteines boxed in a yellow background represent the two putative disulfide bonds. The AKNDA sequence
from DmEndoG highlighted in bold was used to replace the putative self-inhibitory domain (insert 1) in the LiIEndoGAIi variant.

Table 1. Protein atoms involved in phosphate recognition of the oligonucleotides to be cleaved by CeEndoG, EXOG and LiEndoG*

Nuclease DNA phosphodiester bond
-5 -4 -3 -2 -1 0 +1 +2 +3
OP1 OP2 OP1 OP2 OP1 OP2 OP1 OP2 OP1 OoP2 op1b OP2 OP1 OP2 OP1 OP2 OP1 OP2
CeEndoG — — — — — — (NH1 NH2 NH NHI1 Mg2+ NH2 NE NH2 NH NzZ — Nz
R192)¢ R156 G153 R117 RI117 R146 R146 Cl141 K140 K140
NH2
R192
EXOG [L302]¢ [E184] [L309] [L309] [E317] [L302]  NHI NE NH NHI  Mg**  NH2 NE NH2 NH  [VI32] - [vi32]
R183 R314 G145 R109 R109 R138 R138 G133
NK148 NH2
R183
OH
Y310
LiEndoG (NE  (NHI  (NHI (NH2 (NH2 (NH2  NH2 OH NH NHI  Mg**  NH2 NE NH2 NH (0G1 — (0G
R442) R259) R449) R442) R457) R442) R258 Y450 Q219 R183 R183 R212 R212 S207 T206) S207)
(NH2
R449)
NH2
R258

4The reference frame for numbering the phosphodiester bonds is upstream (-) and downstream (+) of site 0 (i.e. the cleavage site, which is defined as the bond linking the Mg“-bound O3’ of one nucleotide
to the P atom of the next nucleotide). OP1 and OP2 are the phosphate oxygens involved in recognition.

YThe Mg2* ion is included for completeness and as an aid for establishing the frame of reference.

“Residue names in brackets are thought to be involved in phosphate recognition but these particular contacts are not observed in the reference crystal structure.

dResidue names in square brackets are included for completeness and comparative purposes but they cannot establish a favorable interaction with a phosphate group.



Expression of wild-type LiEndoG and engineered variants

Escherichia coli Rosetta (DE3) pLysS bacterial cells were
transformed with pET28a-endog. Expression of LiEndoG
was then induced in LB medium at 0.6 ODg¢yopm With 1 mM
IPTG at 37°C during 3 h. Because most of the expressed
protein was found in the non-soluble fraction, E. coli cells
were lysed in a pH 8.0 buffer containing 8 M urea, 100 mM
NaH,POy, 10 mM imidazole, and 10 mM Tris. The cleared
lysate was loaded onto a HisTrap Ni-NTA resin column
(GE Healthcare) in which the protein was refolded by pro-
gressive removal of urea prior to elution with 500 mM imi-
dazole.

The DNA coding for the LiIEndoG variant lacking amino
acids 440-510 (LiEndoGA“™) was obtained by PCR am-
plification of the LiEndoG gene sequence from its start po-
sition up to the nucleotides encoding amino acid 439. This
PCR-amplified gene was cloned into the BamHI/Xhol site
of the expression vector pET-28a.

For LiEndoGAi construction, the sequence correspond-
ing to the putative self-inhibitory domain encoding amino
acids 145-180 was replaced by nucleotides encoding amino
acids AKNDA to make this region resemble the position-
ally equivalent region of DmEndoG (see Figure 1). This was
achieved by two separate PCR amplifications followed by a
fusion PCR via overlap sequences. The fusion construct was
also cloned into the BamHI/Xhol site of the expression vec-
tor pET-28a.

The S211A, S211D, H214A, R212A, S211D/A247R
and D(160—162)A variants were generated using the
QuikChange XL-Site-Directed mutagenesis kit (Agilent)
and oligos that were designed following the manufacturer’s
instructions. The presence of the desired mutations was
checked by DNA sequencing.

Fluorescence-based nuclease activity assay

The enzymatic activity of LiIEndoG was monitored by mea-
suring the increase in fluorescence obtained upon diges-
tion of a dsDNA probe constructed by hybridization of
the oligonucleotides FAM-5-CTGTCGCTACCTGTGG-
3" and 5-CCACAGGTAGCGACAG-3-TAMRA. The in-
trinsic fluorescence of 6-carboxyfluorescein (FAM) is
quenched by the proximity of tetramethylrhodamine
(TAMRA) in the undigested probe. Digestion of any of
the strands causes separation of the fluorophore from the
quencher which is apparent by emission of a fluorescent sig-
nal. The dsDNA probe (30 pmol) was digested with the dif-
ferent nucleases (1 ng/pl) in 10 mM NaAc, 10 mM MES,
20 mM Tris—-HCl and 10 mM MgCl,. The pH value was ad-
justed to 6.5 unless otherwise indicated. The reactions were
monitored either in a Victor 1420 Multilabel Counter (Wal-
lac) or in an EnSpire Microplate Reader, at excitation and
emission wavelengths 0of 492 nm and 517 or 495 and 520 nm,
respectively.

Nuclease activity assay on supercoiled circular DNA

pRSETa plasmid DNA (0.3 wg) was digested in a final vol-
ume of 20 wl pH 6.5 buffer containing 22.5 mM Tris, 50 mM
NaCl, MES 10 mM, NaAc 10 mM, 2.5 mM MgCl, and 5%
glycerol during 1 h at 16°C using the amounts of enzyme
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indicated in the figure. The digested DNA was resolved on
1.0% (w/v) agarose gels, stained with ethidium bromide and
visualized under UV light.

Activity assays using radioactively labeled oligonucleotide
substrates

The ssDNA oligonucleotides shown in Table 2 were pur-
chased from Invitrogen and radioactively labeled at the 5'-
end with [y*?P]-ATP using polynucleotide kinase (Thermo
Scientific). Unincorporated radionucleotides were removed
using the QIAquick Nucleotide Removal kit (Qiagen). To
generate the labeled dsDNA substrates, each correspond-
ing radioactively labeled ssDNA was incubated in a 1:1.25
molar ratio with its complementary strand in 20 mM Tris—
HCI (pH 7.5) and 50 mM NaCl. Annealing was achieved
by heating the solution at 95°C for 5 min and then cooling
down slowly (—1°C per minute) to 25°C.

Enzymatic cleavage assays were done at 37°C in a pH
6.5 buffer containing 22.5 mM Tris, 50 mM NaCl, MES 10
mM, NaAc 10 mM, 2.5 mM MgCl, and 5% glycerol in a
final volume of 10 pl. Cleavage products were resolved by
7 M urea 20% polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE).
DNase I and exonuclease T7 (Thermo Scientific) were used
as positive controls of endonuclease and exonuclease activ-
ities, respectively.

Analytical ultracentrifugation

Sedimentation velocity experiments were run at 45 000 rpm
using cells with double sector Epon-charcoal centrepieces.
Differential sedimentation coefficients were calculated by
least-squares boundary modeling of the experimental data
with the program SEDFIT. The experimental values were
corrected to the viscosity and density of water at 20°C (is29.v)
(35). Sedimentation equilibrium experiments were carried
out at different rotor speeds, from 6500 to 11 000 rpm,
as described previously (36), and weight-average molecu-
lar weights (M, app) Were calculated using the HETERO-
ANALYSIS program, version 1.1.2 (http://www.biotech.
uconn.edu/auf/). All measurements were performed in 50
mM MES, 500 mM NacCl, 0.4 mM KCI buffer (pH 6.5)
at 20°C using protein concentrations ranging from 0.07 to
0.77 mg/ml in an Optima XL-A analytical ultracentrifuge
(Beckman Coulter) with an ANS50-Ti rotor. The partial spe-
cific volume of LiEndoGAC™P and the buffer’s density and
viscosity were estimated from the amino acid sequence and
the buffer composition, respectively, using the SEDNTERP
program (37).

RESULTS
An updated L/EndoG molecular model

Our initial homology model for LiEndoG (9) afforded
enough detail about the active site environment but pro-
vided a reliable structure only for the catalytic core of a sin-
gle monomer. To follow up on this work, we elaborated on
our model further and then focused on four conspicuous re-
gions for which no functional assignment has been reported
yet: 145-180 (insert 1), 265-300 (insert 2), 316-363 (insert 3)
and 440-510 (insert 4). Insert 1, which appears to be unique
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Table 2. Oligonucleotides used for radioactive labeling on the 5’-end

dsDNA probe?®

forward 5~-GCCGCTAACAGAGACGCGGAGGCCGCGCAGGGTGAAGAAGAC-3
reverse 5~ GTCTTCTTCACCCTGCGCGGCCTCCGCGTCTCTGTTAGCGGC-3

ssDNA probe
5'~-CGCCAGATCTTCCC-3
dsDNA with ssDNA overhangs
forward 5'—

TTTTTITTTTTTITTTITTTTTTGGTTAATACGACTCACTATAGGAGAACCTTAAGGTTTAACTTTAAGACCCCCCCCCCCCCCeceeeccecee-3
reverse S-TTTTTTTTTTGGGTCTTAAAGTTAAACCTTAAGGTTCTCCTATAGTGAGTCGTATTAA-3

4Nucleotides involved in base-pair formation are highlighted in bold.

to trypanosomatids (Figure 1), contains numerous aspartic
and glutamic acid residues that are clustered into two dis-
tinct regions. Insert 2 comprises a Q,G-rich region that is
identified as part of a compositionally biased (38) and in-
trinsically disordered domain (39). Insert 3 represents an
expansion of a B-hairpin region at the dimerization inter-
face that is much shorter in the reference templates. Insert 4
is a C-terminal extension that, of all available templates, is
only present, albeit with low sequence identity, in the CTD
of human EXOG. Our updated model is now a homodimer
that incorporates all insertions and provides a structural ra-
tionale to the functions experimentally assigned to inserts 1
and 4.

Active site signature. The active site of LiIEndoG con-
sists of a BPBa-metal finger that contains an SRGH sig-
nature (9) in place of the canonical DRGH ProSite motif
(PDOC00821) characteristic of most other members of this
family of nucleases (4). In the apo state, the catalytic Mg>*
ion is coordinated directly by the carboxamide oxygen of the
Asn246 side chain and five water molecules, four of which
are hydrogen bonded to the carboxylate oxygens of Glu254,
the imidazole N& of His214 and the side-chain carboxamide
of GIn241 (9).

Dimerization domain. The 3D structural superposition of
DmEndoG, CeEndoG and EXOG demonstrates that the in-
terface residues involved in dimer stabilization are highly
conserved in these three enzymes. Since a multiple se-
quence alignment shows that many of these residues are
also present in LiIEndoG (Figure 1) we considered LiIEndoG
to be, in all likelihood, a homodimer as well. This view
is strongly supported by results from analytical ultracen-
trifugation proving that the biologically active form of a
LiEndoG lacking only the CTD (LiEndoGA®™P) is indeed
a homodimer (Figure 2). Given this premise, it is notewor-
thy that the two active sites are displayed, as is true for the
template dimeric enzymes as well, on opposite sides of the
dimerization interface (Figure 3; LiEndoG_apo.pdb in Sup-
plementary material).

Disulfide bridges. Our updated LiEndoG molecu-
lar model also gave us additional confidence on the
existence—for which there is no precedent in any of the
other nucleases used as templates—of the two disulfide
bridges postulated earlier (9), one between Cys100 and
Cys116 and another linking Cys434 and Cys439 (Figure
1). With respect to the latter, which is just upstream of the
CTD, the positionally equivalent thiol groups of Cys294
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Figure 2. LiEndoG quaternary structure. (A) Sedimentation equilibrium
profile of LiIEndoG (0.77 mg/ml) in 50 mM MES, 500 mM NacCl, 0.4 mM
KCl buffer (pH 6.5) at 8,000 rpm and 20°C. The lower part shows the ex-
perimental data (circles) and the best fit (solid line) to a single dimeric
species of 91 + 2 kDa. The upper part shows residuals of the theoreti-
cal fit. (B) Distribution of experimental sedimentation coefficients of the
same sample in sedimentation velocity experiments (45 000 rpm, 20°C).
Data shown are representative of at least four independent experiments.

and Cys299 in PDB entry 4A1N appear close enough
for a disulfide bond to form under oxidative conditions
but this EXOG protein was expressed in the reducing
environment of the E. coli cytoplasm (40,41) and no details
about the experimental procedures are publicly available
(11). Remarkably, the amino acid sequence of yeast en-
donuclease G Nuclp (ScNuclp) (42,43) also shows two
cysteines in equivalent positions (Supplementary Figure
S3), which suggests that the existence of a disulfide bond
between these two residues is highly plausible and may play
a functional role. In any case, it must be noted that all of
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Monomer A (core)
Monomer B (core)
Insert 1
Insert 2
Insert 3
Insert 4

Bl NN E N

Mg?* ion
.. Disulfide bond

Figure 3. Molecular model of homodimeric L/EndoG. Two side views differing in a 90° rotation, as indicated, are shown. The central cores of the two
monomers are colored in green and cyan. The Mg2" ions bound in each active site, close to the slightly distorted a-helix, are displayed as orange spheres.
Inserts 1, 2, 3 and 4 in both monomers are colored in blue, purple, red and brown, respectively. The putative disulfide bonds are displayed as yellow sticks.
Note the extended interfacial B-strands giving rise to a long antiparallel B-sheet in the dyad axis.

these postulated cystines are intrasubunit and we do not
find any structural clue pointing to the possible existence
of intermonomeric crosslinks in L/IEndoG.

Insert 1 (residues 145-180). DmEndoG’s activity is
known to be negatively regulated by an inhibitory protein
(DmEndoGI) that binds to it with subpicomolar affinity
and consists of two highly homologous domains linked by
a polypeptide chain. Similarly, the activity of the cyanobac-
terial, nonspecific and extracellular nuclease NucA is kept
in check by the inhibitor NuiA. The structural resolution of
DmEndoG:DmEndoGI (6) and NucA:NuiA (5) complexes
by X-ray crystallography (PDB entries: 3ISM and 203B, re-
spectively) has provided valuable insights into the binding
determinants and mechanisms of inhibition, which are to-
tally unrelated. Thus, DmEndoGI docks a loop region rich
in acidic residues into the oligonucleotide-binding groove
of DmEndoG to form a plethora of salt bridges with Arg
side-chains (6) whereas NuiA makes use of its C-terminal
threonine to directly coordinate to the catalytic Mg>* cation
(5,44). To the best of our knowledge, no such inhibitors have
been described in Leishmania but the presence of this inser-
tion in the LiEndoG sequence (Figure 1) made us suspect
that this region could adopt a definite secondary structure
(Figure 3) which, under certain conditions, might block the
active site and prevent binding of the negatively charged
polynucleotides. The modeling of this ~30-aa segment as
a candidate domain for self-regulation of the nuclease ac-
tivity was far from trivial because no suitable templates
could be found in the whole PDB. Nonetheless, the algo-
rithm implemented in the Robetta web server (25) filled in
the Pro—Asp'® gap and provided us with a suitable ge-
ometry for this partially disordered region, which likely in-

cludes a short a-helix encompassing the polyalanine expan-
sion (45).

Insert 2 (residues 265-300) represents a sequence stretch
which extends from the C-terminus of the a-helix that con-
tains the catalytic Asn246 up to the N-terminus of a -
strand that makes up the long central intermonomeric -
sheet. We tentatively modeled the polyglutamine tract as an
a-helix (26,27), filled in the gap (28), and relaxed the confor-
mation of the resulting loop by means of a restrained MD
simulation. This region is spatially close to insert 1 (Fig-
ure 3) and contains a positively charged 2’ GRGRQR?*?
segment that we think provides affinity for polyphosphate
binding.

Insert 3 (residues 316-363) is found within a region
that is structurally conserved in all homologous enzymes
used as templates (Figure 1). Thus, EXOG, DmEndoG and
CeEndoG show a common “flap” or ‘wing’ that protrudes
from the globular domain of each monomer and is located
at one end of an antiparallel B-sheet, the longer B-strand
of which (residues 347-358) contributes to the dimeriza-
tion interface by forming an intermolecular B-sheet (Fig-
ure 3). Significantly, in LiIEndoG the Thr352 residues from
each subunit come close together midway on one side of
this B-sheet whereas the ends appear to be stabilized by a
salt bridge between Lys348 in one monomer and Glu354 in
the other. This electrostatic interaction seems to be highly
relevant for dimer stabilization because it is also conserved
in homodimeric DmEndoG (6) whereas the positionally
equivalent residues in human EXOG (18) and CeEndoG
are Lys209:GIn215 and Lys218:GIn224, respectively, also
allowing for the formation of hydrogen bonds. On the other
side of this B-sheet, the Tyr353 residues from both subunits
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also meet, and their phenol rings are involved in strong hy-
drogen bonding interactions with ion-pairing side-chains
protruding from the '”’ ERR'?° loop, which also appears to
be key for dimerization.

On the basis of the multiple sequence alignment shown
in Figure 1, we predict that residues 314-328 in LiEndoG
make up an extended B-hairpin. A sequence similarity
search using FASTA (46) on the UniProt Knowledgebase
(47) revealed that the amino acid stretch immediately down-
stream is unique to Leishmania. To model this region, we
reasoned that the 3>!RPDG?** stretch must be located at
the tip of the hairpin because both Asp323 and Gly324
are structurally conserved in DmEndoG, CeEndoG and
human EXOG as the central residues in the distinct flaps
(or ‘wings’) that, together in the dimer, resemble a saddle.
We believe that this turn is potentially involved in crucial
protein-protein interactions because a similar loop with an
identical " RPDGT?? sequence at the tip is also present
in the cytosolic protein PYM (PDB entry: 1RKS) (48), in
which it defines the effector-binding domain to the core of
the exon junction protein Mago-Y 14 that participates in
postsplicing mRNA metabolism (49).

Interestingly, placing **'RPDG?*?* in LiEndoG at the
turn of the B-hairpin suggested to us that 3'*MRVEH?3%
and *»TEVHV3? could also be part of the antiparallel B-
strand. By carrying out this modeling work, we managed
to reduce the length of sequence without an assigned struc-
ture. Next, we realized that 3> SAEASAAPWKSA* in in-
sert 3 is highly similar to the '"*SKTASASPWKSA!® se-
quence present in an amphiphilic a-helical region of the cy-
toskeletal protein oIl spectrin that has been shown by X-
ray crystallography (PDB entry: 2FOT) to fit snugly within
the hydrophobic binding groove of Ca>*-bound calmodulin
(50). We could then hypothesize that amino acids 314—344
in each LiIEndoG monomer adopt a BB« structure that al-
lows extension of the common flap in the eukaryotic family
of EndoG nucleases while maintaining a similar fold in this
region (Figure 3). We found indirect support to this assump-
tion in the crystal structure of TM 1367 protein from Ther-
motoga maritima (51), which includes a sequence identical
to 31®MRVE?" of LiEndoG at an N-terminal §;B,a; motif.
The fact that this stretch is flanked by two prolines is sugges-
tive of the need for a forced turn in the secondary structure
so as to fit in this insertion while keeping the overall shape
of the rest of the protein. Although these findings are surely
not enough to guarantee the goodness of our model, we are
confident about the feasibility of these structural features,
which pave the way for further research in the absence of an
X-ray crystal structure.

Insert 4. Multiple sequence alignments and homology
modeling of residues 440-510 of LiEndoG consistently
found a similar CTD in human EXOG (18) as the only
structural template available in the PDB, on the basis of
its predicted secondary structure, despite its relatively low
sequence identity (11). Unfortunately, due to poor elec-
tron density, a number of side chains were missing from
the model deposited in this database and reasonable doubts
arose about the plausibility of the interhelical loop regions,
particularly involving helix 2. Likewise, we could not be
sure about the exact composition and relative orientation
of the second and third helices. Refinement of PDB en-

try 4A1N using Coot (19) and Phenix (20,21) substantially
improved the figures of merit (Ryox = 0.191 and Ryee =
0.250) and provided a Ramachandran map free of outliers
(Supplementary Figure S1) and a MolProbity (52) over-
all score of 2.49. The optimized sequence alignment ob-
tained when this refined structure—with the right regis-
ter of amino acids—was used as input for the one-to-one
threading method implemented in Phyre (16) gave us extra
confidence that the CTD of LiEndoG consists of a three-
helix bundle that places helix 1 spatially close to the DNA-
binding groove.

Substrate recognition and binding. Re-refinement of PDB
entry SGKP allowed us to trace the position of nucleotides
3—8 of -d(TTTTTTGT)-3' in chain C and 1—7 in chain D
bound to monomers A and B of the HI148A /F122A vari-
ant of CeEndoG, respectively (Supplementary Figure S2).
The Mg?* located within the BBa-metal motif is coordi-
nated by the phosphate oxygens O3’ and OP1 of T5 and
T6, respectively, in subunit A, and O3’ and OP1 of T2 and
T3 in subunit B. Thus, we considered the phosphodiester
bond between these O3’ atoms and the phosphorus of the
following nucleotide as site 0 for cleavage (Table 1). Protein
residues involved in fixating the phosphates upstream and
downstream of this site were also identified. A best-fit root-
mean-square Ca superposition of EXOG and LiEndoG
onto CeEndoG then allowed us to locate the equivalent
residues in these two enzymes and find a rationale for the
differences in substrate selectivity, as will be discussed be-
low.

Mutations leading to replacement of Ser211 with Ala or Asp
in the active site strongly affect LiEndoG DNA cleavage ef-
ficiency

The SRGH active site motif in LiIEndoG is rather unique
among nonspecific BBa-metal finger nucleases (53), which
usually contain the ‘canonical’ DRGH signature. To as-
sess the importance of Ser211 in the DNA cleavage ability
of LiEndoG, we expressed the Ser211Ala and Ser211Asp
variants and assayed their nuclease activities. Whereas the
Ser211Ala variant showed only a moderate reduction in ac-
tivity, replacement of this Ser with the ‘canonical’ Asp re-
sulted in a dramatic loss of catalytic efficiency (Figure 4).
This observation is in consonance with results reported for
the activity on ssDNA of human EXOG upon replacement
of the equivalent Ser137 with Asp (18).

Inspection of our template structures revealed that the
active site Asp in the BBa-domains of DmEndoG and
CeEndoG establishes a strong electrostatic interaction with
an arginine located at the N-terminus of an «-helix. Be-
cause in LiIEndoG an Ala occupies this position, we thought
that a second Ala— Arg mutation could restore the lost
activity in the S211D variant. Indeed, when we expressed
and tested the S211D/A247R double mutant, we found
that 75% of the activity of the wild-type enzyme had been
recovered (Figure 4). This finding supports the view that
in LiEndoG3?!!P/A27R (35 happens with ‘true’ DRGH-
containing BRa-metal finger nucleases) the guanidinium of
Arg247 is used to anchor one of the side-chain carboxy-
late oxygens of Asp2l1 in place so that the other oxygen
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Figure 4. Time course of the digestion of the 5-FAM/3'-TAMRA-
labeled 16-bp dsDNA probe by wild-type LiEndoG () and by the
protein variants generated by site-directed mutagenesis of the coding
sequence: LiEndoGS2!'A (e), LiEndoG%2!'P (0J), LiEndoGH214A (m),
LiEndoGR212A (A), and LiEndoGS211D/A24TR (4) over 30 min of incuba-
tion. Error bars represent the standard error obtained from four indepen-
dent experiments (n = 4).

hydrogen bonds to the carboxamide nitrogen of the ac-
tive site Asn246. In the wild-type LiEndoG this carboxam-
ide nitrogen is hydrogen bonded to the hydroxyl oxygen of
Ser211, which points away from the hydrophobic side chain
of Met243.

For comparative purposes and completeness, we also re-
placed His214 with Ala. As expected, this H214A variant
was unable to degrade DNA, given the crucial role of this
residue as the general base that activates a water molecule
for the nucleophilic in-line attack on the phosphorous atom
during the nuclease reaction (30). Similarly, replacement of
Arg212 with Ala generates a variant that is virtually inactive
(Figure 4).

LiEndoG is endowed with a pH-sensitive self-inhibitory do-
main

Insert 1 1s located in close proximity to the active site and
approximately in the same spatial region that is occupied
by DmEndoGI in the DmEndoG:DmEndoGI complex (6)
(Figure 3). The presence of numerous aspartic and glutamic
acid residues in the sequence of this EndoG inhibitor, as
well as previous results from our laboratory demonstrating
that LiIEndoG is inhibited at pH 8.0, led us to think that this
stretch could be acting as a self-inhibitory domain respon-
sible for the pH-dependence of this enzyme. To test this hy-
pothesis, the Asp/Glu-rich stretch comprising residues 145-
180, which is exclusive to trypanosomatids (Supplementary
Figure S4), was replaced by the sequence AKNDA that oc-
cupies the equivalent position in DmEndoG (Figure 1). The
activity of this LiEndoGAI1 variant was compared to that
of the wild-type enzyme over a range of pH values. The
results obtained (Figure SA) demonstrate that deletion of
this region abolishes inhibition at pH values of 7.5—8. In-
deed, whereas the wild-type enzyme is extremely sensitive to
0.5—1.5 pH increments, LiIEndoGA1 preserves its catalytic
proficiency over the whole range of pH values studied.
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Once the pH-dependent modulation of this self-
inhibitory domain was demonstrated, we focused on
analysing the relevance of some of the negatively charged
residues present in this sequence stretch. We replaced the
three contiguous aspartic residues located in the central
region of the domain ('°DDD!?) with three alanines
to generate LiEndoGPU0-162A and the nuclease activity
of this variant was studied at different pH values. The
results shown in Figure SB demonstrate that these three
aspartates are essential for LiEndoG’s self-inhibition as
the LiEndoGP10-162A yariant essentially recapitulates the
behavior of LiIEndoGAi over the range of pHs tested.

Deletion of the C-terminal domain affects the DNA cleavage
pattern

Alignment of EndoG sequences from trypanosomatids with
those from endo/exonucleases of other organisms such as
D. melanogaster, C. elegans, S. cerevisiae and H. sapiens
(Supplementary Figure S5) reveals the presence of an ex-
tended CTD with low sequence identity but predicted high
structural similarity to the CTD of human EXOG. To define
the role of this CTD, we generated a truncated L/IEndoG
protein lacking the last 70 residues (LiEndoGA“TP), which
was expressed, refolded, and purified following the same
procedures that were used to obtain wild-type LiIEndoG.

The  equilibrium  sedimentation  profiles  of
LiEndoGA®™ could be fitted to a single ideal species
model (Figure 2A) with an apparent molecular mass
(M,,4pp) of 91 & 2 kDa (mean of six independent exper-
iments), which is 1.98-fold the value measured by mass
spectrometry. Sedimentation velocity experiments carried
out in parallel showed the presence of three different
species (Figure 2B), the major one being compatible with a
dimer (s20w = 5.0 £ 0.07 S; M,, ~ 81 kDa) and the other
two with a monomer (syw = 3.2 £ 0.1 S; M,, ~ 44 kDa)
and a tetramer (syw = 7.6 £ 0.2 S; M, ~ 159 kDa; mean
of four independent experiments). Their percentages were
consistent with the M, ,,, calculated from equilibrium
experiments and an upper limit of 14 nM was estimated
for the dimer dissociation constant from the percentages of
species (around 81%, 4% and 15%, respectively) measured
at the lowest LiEndoGA®TP concentration used.

When the activities of wild-type LiEndoG and
LiEndoGAC™P on plasmid DNA were compared (Figure
6A), similar nicking of the supercoiled substrate was ob-
served although the concentration of LiEndoGACTP had
to be increased fourfold to reach an equivalent efficiency.
Accordingly, in all subsequent comparative experiments,
protein concentrations were adjusted so as to maintain
similar enzymatic activities.

The nuclease activity of both enzymes was then assayed
on a 5'-¥P-labeled 42-bp-long dsDNA helix and the gener-
ated fragments were subjected to denaturing PAGE. Diges-
tion of the same probe with DNase I was included as a con-
trol. Both LiEndoG and LiEndoGA®™ produced DNA
fragments of many different sizes (Figure 6B). As expected
from digestion of a 5-labeled probe by an endonuclease
with no sequence specificity, fragment size decreased on in-
creasing the amount of enzyme. Low enzyme concentra-
tions gave rise to an almost random distribution of DNA
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Figure 5. (A) Comparison of the endonucleolytic activities on a dually 5'-FAM/3-TAMRA-labeled dsDNA probe of wild-type LiEndoG (J) and
LiEndoGAi (M) at different pH values over >30 min of incubation. (e) Fluorescence of the probe in the absence of enzyme. All data are normalized
against the fluorescence values of the 5’ FAM-labeled ssDNA probe. (B) Activity of wild-type LiEndoG (), and LiEndoGPU00-16DA (A) on the same

probe at different pH values over the first 10 min of incubation. Error bars represent the standard error obtained from three independent experiments (n
=3).
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fragments that progressively disappeared as the concentra-
tion of enzyme increased. The smallest DNA fragments
detected were 5-, 6-, 8- and 10-mers for LiEndoG and 6-
and 10-mers for LiIEndoGAC™. A remarkable difference
was that LIEndoG quickly generated small-sized fragments.
Note that approximately half of the radioactive signal is as-
sociated to an octanucleotide, lane 3, even when there is
still a large proportion of undigested probe. In contrast,
upon incubation with LiEndoGATP high concentrations
of short oligonucleotides are visible only after all the origi-
nal DNA probe has been completely digested.

To test the activity of both enzymes on ssDNA and ds-
DNA, we selected a probe with a 48-nt-long central dsDNA
stem flanked on each side by a differently sized ssDNA over-
hang (Figure 6C). Strikingly different behaviors were found:
the wild type showed an extraordinary affinity for the ss-
DNA region, as revealed by the complete absence of DNA
fragments longer than 12 nucleotides (Figure 6C), whereas
this particular preference for ssDNA was not observed for
LiEndoGAC™P | which gave rise to a degradation pattern
quite similar to that observed upon cleavage of a dsDNA
substrate possessing blunt-end termini (Figure 6B). In addi-
tion, only LiEndoG showed a definite preference for cleav-
ing the probe at positions 7 and 11, as fragments of these
two sizes were the first to be observed upon increasing con-
centrations of the enzyme (lane 5). Since position 11 marks
precisely the first nucleotide of the dsDNA stem, it seems
feasible that LiEndoG can eliminate 5’ overhangs appended
to a dsDNA, an activity typically displayed by flap endonu-
cleases. Once generated, the 11-nt-long fragment is quickly
cleaved and shorter ones appear but 5—6-mers are not de-
graded further.

Finally, to reinforce the idea that the CTD is responsible
for the preferential activity of LiIEndoG on ssDNA, we se-
lected as substrate a short ssDNA fragment unable to form
any dsDNA structure. The results shown in Figure 6D re-
veal that LiIEndoGAC™P displays such a low affinity for
ssDNA that only a negligible degradation pattern is ob-
served at the highest enzyme concentration assayed (lane
1, LIEndoGACTP). In stark contrast, this probe is readily
cleaved by wild-type LiEndoG (starting in lane 4).

Analysis of the final products of DNA digestion by
LiEndoG consistently shows that the smallest ssDNA sub-
strate that is cleaved needs to be longer than a pen-
tamer or a hexamer. We take this as an indication, in
agreement with our molecular models (Figure 7, Sup-
plementary Figure S6, LiEndoG_ssDNA.pdb and LiEn-
doG_ssDNA+dsDNA.pdb in Supplementary material),
that shorter oligonucleotides do not bind with sufficient
affinity because they lose some relevant interactions with
the enzyme (Table 1).

DISCUSSION

We previously reported (9) that the core of the catalytic
domain of LiEndoG is likely to display an overall simi-
larity to other structurally well-characterized extracellular
nucleases such as those from Serratia marcescens (54) and
Anabaena sp. (55). These two proteins belong to the BRa-
metal superfamily of nucleases which share a structurally
conserved active site scaffold and utilize a divalent metal

ion to catalyze the hydrolysis of the phosphodiester bond
(56). We proposed that, in LiEndoG, the hydrated Mg>*
ion is coordinated directly through the side-chain carbox-
amide oxygen of Asn246 and also that one of the Mg>*-
bound water molecules is hydrogen-bonded to the imida-
zole Nd of His214, which behaves as a general base to ac-
tivate a water molecule for the nucleophilic in-line attack
on the phosphorous atom of DNA or RNA substrates (9).
This catalytic His214 is part of the ‘SRGH’ motif charac-
teristic of a second family of sugar non-specific nucleases in
higher eukaryotes, represented by EXOG, which also have
an additional CTD consisting of ~70 amino acids (18). Hu-
man EXOG and EndoG were shown to have complemen-
tary and partially overlapping enzymatic activities. When
Ser137 in the catalytic site of EXOG was replaced by the as-
partic acid residue present in the canonical ‘DRGH’ motif
the enzymatic activity of the resulting S137D variant was
lower than that of the wild type (18). In our hands, the
DNA cleavage ability of the S211D variant of LiIEndoG
was strongly reduced. This was intriguing, especially in view
of the additional finding that this nuclease activity was af-
fected only slightly in the S211A variant (Figure 4). There-
fore, we thought that the deleterious effect of Asp211 was
mostly due to the negative charge in the side chain of this
amino acid. Re-examination of the macromolecular struc-
tures revealed that in DmEndoG and CeEndoG the car-
boxylate of the equivalent Asp is involved in a salt bridge
with the guanidinium of Argl81, the spatial counterpart of
which is an alanine (Ala247) in LiEndoG. When an argi-
nine was introduced at this position, the nuclease activity
of the S211D/A247R variant arising from the double mu-
tation was ~75% of that of the wild-type enzyme. Therefore,
we propose that the carboxylate of Asp211 disorganizes the
active site and faces the nucleotide phosphates unless it is
firmly anchored in place by the guanidinium of Arg247.

As we demonstrated earlier, LiIEndoG plays a dual role in
both cell death and survival (9,10). Due to the importance
of controlling these sugar nonspecific nucleases, different
molecular mechanisms have been found in nature to finely
modulate their activity. Among them, cellular compartmen-
talization, the existence of specific inhibiting proteins, and
regulation by pH are good examples (5,6,44). For LiEndoG
we have demonstrated abolition of nuclease activity at high
pH values (pH > 8.0). In this respect, different approaches
indicate pH values close to § in the mitochondrial matrix
and a reduction of about 1 pH unit in the cytosol (57,58).
Accordingly, LiIEndoG would be almost completely inhib-
ited inside the mitochondrion but could become activated
upon its release to the cytosol during cell death. This acti-
vation could be further potentiated by the decrease in cy-
tosolic pH values observed during apoptosis-like processes
(2,59). However, since both cytosolic and mitochondrial
pHs can be strongly reduced during activation of cells with
Ca”"-mobilizing agonists (58), the activity of LiEndoG in-
side the mitochondrion might be stimulated in different cel-
lular conditions. In fact, any decrease in mitochondrial ac-
tivity would decrease proton transport rates and cause a re-
duction in the pH within the matrix that, eventually, would
indirectly activate LiEndoG.

Our updated molecular model of LiEndoG indicates
that, in all probability, the domain corresponding to
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Figure 7. Molecular models of (A) LIEndoGACTP in complex with a dsDNA molecule, (B) wild-type LiEndoG in complex with a ssDNA-dsDNA junction
and (C) wild-type L/EndoG in complex with a ssDNA oligonucleotide. Only one protein monomer is shown for clarity and a rainbow coloring scheme has
been chosen to facilitate tracing of the backbone from the N-terminus (blue) to the C-terminus (red). The corresponding DNA sequences are displayed in
Table 2. The dotted arrows in (B) and (C) point to residues F447, Y450 and R451 in helix 1 of the CTD (shown as sticks).

residues 145—180 is located in the same spatial region that is
occupied by DmEndoGl in its complex with DmEndoG (6).
To demonstrate the self-inhibitory function of this unique
amino acid stretch, we first expressed a variant enzyme
in which this domain was deleted (LiIEndoGA1) and then
measured the nuclease activity of this engineered protein
in the presence of a 5-FAM/3-TAMRA-labeled dsDNA
oligonucleotide at different pH values ranging from 6.5
to 8.0. As shown in Figure 5A, the nuclease activity of
LiEndoGAi is not reduced at basic pH values (7.0—8.0). It
must be pointed out that the activity of both the wild-type
enzyme and this variant is maximum at pH 6.5. Accord-
ingly, deletion of this domain does not shift the optimum
pH value but broadens the range of pH values at which
this enzyme is active. Furthermore, the putative role of the
three central Asp residues ('°DDD!®?) in the mechanism
of self-inhibition was assessed by site-directed mutagene-
sis. The finding that replacement of these three aspartates
with three alanines renders a protein (LiEndoGPU00-162)4)
that is still active at pH 8.0 reinforces the relevance of these
acidic residues and points to an effective pH-dependent self-
regulatory mechanism in L/EndoG.

Our experimental results indicate that the C-terminal ex-
tension present in LiEndoG, which —to the best of our
knowledge—has a known structural counterpart only in
human mitochondrial EXOG, is responsible for its high
affinity toward ssDNA. Remarkably, deletion of this do-
main in EXOG or replacement of Gly277, closely upstream
of the CTD, with valine results in variants that are much
less active or as inactive on ssDNA as the HI40A en-
zyme, respectively (18). This indicates the relevance of both
the presence and the positioning of this domain in EXOG
for its enzymatic activity. Furthermore, when working on
ssDNA or dsDNA substrates, EXOG produces di- and
mononucleotides or mostly dinucleotides, respectively, but

this 53’ exonuclease activity is abolished in the G277V and
ACTP variants (18). Since no mono- or dinucleotides are de-
tected upon digestion with LiEndoG, despite the presence
of a CTD and significant sequence similarity with EXOG,
LiEndoG cannot be considered a bona fide exonuclease. In
any case, it seems clear that the substrate preferences are in
both cases dictated by the presence of this C-terminal ex-
tension.

The modeling work presented here leads us to think that
the CTD of LiEndoG folds into a three-helix bundle sim-
ilar to that found in human EXOG and different from
that reported for DnaT, a primosomal protein that is re-
quired for the stalled replication fork restart in E. coli (60).
The unpublished crystallographic work on EXOG (11), im-
proved upon by our own refinement (Supplementary Fig-
ure S1 and Table S1), sheds light on the preferential cleav-
age by these enzymes because it shows in atomic detail
the spatial relation between the CTD and the nucleotide-
binding groove in the vicinity of the active site. When the
EXOG structure is best-fit superimposed onto that of the
CeEndoG(H148A/Q130K) in its complex with ssDNA, in-
sight is gained about the contacts established between these
nucleases and this type of substrate. This knowledge can
then be safely extrapolated to LiEndoG to complement
what is already known about its interaction with dsDNA
(9). Thus, we learnt that the three helices in the CTD bun-
dle are arranged in such a way that, when positioned close
to the active site, they prevent binding of a dsSDNA to the
enzyme’s active site (Figure 7). Nonetheless, passage of a
ssDNA is still possible, hence the affinity of LiIEndoG for
ssDNA-dsDNA junctions. At the junction, the displaced
unpaired DNA strand is bent at a single phosphodiester
bond by the loop connecting helices 1 and 2 of the CTD in a
manner reminiscent of that described for helices o2 and a3
of human Exol (61). The hydroxyl group of the strictly con-
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served Ser461, at the tip of this loop, and the guanidinium
of Argd92 in helix 3, can theoretically hydrogen bond to
a phosphate in the displaced DNA strand, so as to stabi-
lize the unpaired state (Figure 7B), with the aid of the side
chains of Asn184 and Asnl187.

In addition, helix 1 of the CTD projects the side chains
of the strictly conserved Phe447, Tyr450 and Argd51 to-
ward the ssDNA substrate. We propose that the side chain
of Tyr450, with the structural support of Phe447, plays the
roles of (i) preventing the stacking of the base in the second
nucleotide 5'-upstream of that undergoing the cleavage —in
a manner reminiscent of the hydrophobic wedge observed
in FEN-1 family members (61), (ii) establishing a hydrogen
bond with a phosphate oxygen in the nucleotidic substrate
and (iii) introducing a turn in the ssDNA to be cleaved such
that upstream nucleotides are directed toward the polyglu-
tamine domain in insert 2, thus accounting for the much
higher affinity for this type of substrate of the wild-type en-
zyme relative to that of its ATP counterpart (Figure 6). Al-
though our model strongly suggests that insert 2 could be-
have as a ssDNA-binding domain, we cannot assign to it a
definite structure with confidence because it is predicted as
an intrinsically disordered region and lacks homology with
the limited set of proteins with known structure and similar
function (62).

Since this CTD is present neither in DmEndoG nor in
CeEndoG, both lacking exonuclease activity, and also be-
cause the 5-3’ exonuclease activity is thought to be essen-
tial in human EXOG for DNA recombination and repair
(18), we suspected that LiEndoG might be competent as
an exonucleolytic enzyme or have the capacity to trim bi-
furcated or branched DNA molecules containing free 5'-
single-stranded ends (i.e. 5'-flaps) such as those emerging
from replication, recombination and repair processes (63).
The CTD of LiEndoG directs substrates containing ssDNA
toward the active site of the enzyme. Upon its removal,
LiEndoGACTP essentially behaves as do human EndoG
and CeEndoG (no preference for ssDNA) (8), which nat-
urally lack this C-terminal extension and are regarded as
endonucleases (Figure 1). This behavior can be rationalized
because it is the C-terminal three-helix bundle, presumably
when held in place with the aid of the disulfide linkage be-
tween Cys434 and Cys439, that confers affinity for ssDNA,
be it alone or as part of a dSDNA-ssDNA junction. In the
absence of the CTD in front of the active site, either because
it is displaced by a hinge motion from the main body of
the enzyme or because it has been deleted, LiIEndoG can
bind dsDNA in the active site and behaves as a typical en-
donuclease. In connection with this reasoning, the reported
high amounts of catalytically incompetent molecules and
the opposed differences in activity on a hairpin substrate
of recombinant CeEndoG (~3-fold) and EXOG (~8-fold)
enzymes expressed in E. coli when they are purified either
from the soluble fraction or from inclusion bodies followed
by refolding (8) could be related to the correct formation of
these disulfide bonds.

Interestingly, the preferential ability of LiIEndoG to pro-
duce 5—7-mers (Figure 6B—D) rather than the mono- and
dinucleotides characteristically produced by EXOG, despite
the presence of a structurally similar CTD in both enzymes,
can be mostly ascribed to a correlated mutation (64) result-

ing in the reciprocal positional exchange of positively and
negatively charged amino acids in the Arg457:Glu488 and
Glu317:Arg346 pairs that stabilize the interaction between
helices 1 and 3 through a salt bridge in the respective en-
zymes (Supplementary Figure S5A). Argd57 is involved in
substrate phosphate recognition three nucleotides upstream
of the phosphodiester bond that is cleaved in the active site
of LiEndoG (Table 1) but this favourable electrostatic inter-
action cannot take place in EXOG through the carboxylate
of the positionally equivalent Glu317. Instead, a reciprocal
Ala<>Arg exchange at positions 454 and 314 makes it pos-
sible for Arg314 in EXOG (PDB numbering), but not for
Ala454 in LiEndoG, to presumably recognize a terminal 5'-
phosphate. In contrast, the positions occupied by Argd42,
Arg449 and Arg259 in LiEndoG, which can recognize a ter-
minal 5'-phosphate 4—35 nucleotides upstream of the cleav-
age site (Table 1), are occupied in EXOG by Leu302, Leu309
and Glul84, which are incapable of such recognition. This
structural rationale accounts well for the observed differ-
ences in nuclease activities exerted by these enzymes (8).

Because the nuclease activity in the S211D variant of
LiEndoG was restituted up to 75% of that of the wild-type
enzyme upon the concomitant introduction of a A247R re-
placement, and because EXOG also has (i) an 3’SRGH!4°
signature, (ii) a hydrophobic residue (Phel68) next to
Ser137, and (iii) a similar CTD, we decided to check the
amino acid composition of EXOG at the position equiv-
alent to that of Ala247, which turns out to be a serine
(Ser172). Interestingly, the distance (~10.0—14.0 A) be-
tween the Cg atoms of Ser172 and Arg314 in the X-ray
crystal structure of EXOG (or Ala247 and Arg454 in our
LiEndoG model) is less than or almost equal to twice the
length of an Arg side chain. This fact virtually rules out,
on electrostatic and steric grounds, the possibility of hav-
ing two Arg residues simultaneously in these positions and
strongly suggests that these sequence differences, which spa-
tially cluster around the ‘wedge’ Tyr350, go hand in hand
(Supplementary Figure S5). Thus, our observations provide
a rationale for the reported substrate differences among
members of this superfamily of nucleases, which appear to
be dictated by the intimate relation in these enzymes be-
tween the nuclease domain and the CTD facing the active
site cleft.

Remarkably, ScNuclp (42,43) can produce not only en-
donucleolytic products but also dinucleotides due to pref-
erential cleavage close to the 5'-end (8). We note that the
CTD of this enzyme, although similarly linked through a
(presumably) redox-dependent disulfide bridge to the glob-
ular protein, is much shorter than the CTD of both EXOG
and LiEndoG and unlikely to adopt an a-helical structure.
The three-dimensional structure of ScNuclp has not been
reported yet but we believe that its CTD can fold similarly to
the synaptic CTD (residues 220-276) of Maedi-Visna virus
integrase, which has been recently solved both in isolation
as a dimer by X-ray crystallography at 1.78 A resolution
(UniProtKB entry P35956, PDB code 5LLJ) and, at much
lower resolution by cryo-electron microscopy (PDB code
SMOR), as part of the supramolecular assembly that me-
diates lentiviral DNA integration (65). In this complex, the
B1-B> loops of two CTDs get inserted into expanded DNA
major grooves and contribute to target DNA bending. The



Arg-rich cluster present in the CTD of ScNuclp could con-
ceivably play the role, if properly positioned, of recognizing
the terminal 5’-phosphate located two nucleotides upstream
of the cleavage site.

The finding that EndoG from trypanosomatids removes
5" overhangs from dsDNA in a highly specific and efficient
manner suggests some similarities with CRN-1, a C. ele-
gans ortholog of flap endonuclease FEN-1 that localizes
to nuclei and cooperates with CeEndoG to promote step-
wise DNA fragmentation utilizing the endonuclease activ-
ity of CeEndoG and both the 5-3" exonuclease and gap-
dependent endonuclease activities of CRN-1 (66). Coop-
eration between both enzymes has been proposed to play
a critical role in switching the state of cells from DNA
replication/repair to DNA degradation during apoptosis.
The existence and properties of a DNA flap endonuclease
from Trypanosoma cruzi (TcFENT) have just been reported
(67) and orthologs have been detected in L. major (67) and
L. donovani (68). TcFEN1 localizes to the nucleus in trans-
fected epimastigotes and its overexpression increases both
parasite proliferation and survival against exogenous oxy-
gen peroxide. LdEndoG and LAFENTI have been shown to
co-immunoprecipitate in nuclear extracts following treat-
ment of the parasites with a topoisomerase IB inhibitor
(68). Whether or not LiEndoG and LiFENI also cooperate
in processing flap fragments during DNA replication and
repair is not known yet but L/IEndoG on its own might well
have an activity equivalent to that of CeEndoG and CRN-1
acting together.

In conclusion, the much larger size of LiEndoG com-
pared to that of other EndoGs (9) is due to sequence inser-
tions that are not found outside the trypanosomatid fam-
ily and provide this enzyme with rather unique proper-
ties. In the present work, we have identified and charac-
terized the role of two of these insertions, namely a pH-
regulated self-inhibitory domain and an extended CTD
that confers substrate selectivity for ssDNA, both as a free
molecule and as part of a sSDNA-dsDNA junction. Con-
sequently, LiIEndoG emerges as an endonuclease with the
added structure-specific ability to cut preferentially at the
base of a ssDNA overhang, in a manner reminiscent of
that carried out by two-metal-ion flap endonucleases (69).
In addition, the elongated flaps (or ‘wings’) that make up
a saddle-shaped part of the dimerization domain are sug-
gestive of the participation of this enzyme in multiprotein
assemblies. All in all, our study paves the way for the char-
acterization of other domains and prompts the investigation
of LiIEndoG’s binding partners.

SUPPLEMENTARY DATA
Supplementary Data are available at NAR Online.
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Structure-based domain assignment in Leishmania infantum EndoG:
characterization of a pH-dependent regulatory switch and a C-
terminal extension that largely dictates DNA substrate preferences
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Figure S1. Sequence coverage (left), detail of the structural model fitted to the electron density map
contoured at 1.0 o in the vicinity of the active site and helix 1 of the CTD (middle), and Ramachandran
plot (right) of PDB entry 4A1N (EXOG) after refinement using Coot (1) and Phenix (2,3).

Figure S2. Sequence coverage (left), detail of the structural model fitted to the electron density map
contoured at 1.0 o in the vicinity of the bound oligonucleotide and Mg?* ion (white cross) in chain A
(middle), and Ramachandran plot (right) of PDB entry 5GKP (CeEndoG(H148A/F122A) bound to 5’-
TTTTTTGT-3’ ssDNA) after refinement using Coot (1) and Phenix (2,3).
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Figure S3. Multiple sequence alignment showing the positions of the conserved (*) Cys residues
(highlighted in yellow) immediately upstream of the CTD that can be involved in intramolecular disulfide
bond formation. Sequences were retrieved from UniProtKB (4) using the following entries, from top to
bottom: Leishmania infantum EndoG (BOZTD3 and A4HUH3), Leishmania major EndoG (Q4QHF4),
Leishmania donovani EndoG (E9BAB1), Leishmania mexicana EndoG (E9AN71), Leishmania
braziliensis EndoG (A4H653), Leishmania panamensis EndoG (AOA088S3R7), human mitochondrial
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EXOG (Q9Y2C4), and Saccharomyces cerevisiae Nuc1p (C7GUES).
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LiEndoG LASLNYERRIPNWVMEVVDYRKLHSGRRPSSPAAAAANRDDDAAQAADDEGSDGSRGGGD 180
LmEndoG LASLNYERRIPNWVMEVVDYRKLHPGRRPSSPAAAAASRDDDAAQDEEDEGSDGSRGGGD 175
LdEndoG LASLNYERRIPNWVMEVVDYRKLHSGRRPSSPAAAAANRDDDAAQAADDEGSDGSRGGGD 180
LxEndoG LASLNYERRIPNWVMEVVDYRKLHSGRRPSSPAAAAAANRDDDAAHGKEEGCNDTRGGDD 180
LbEndoG LASLNYERRIPNWVMEVVDYRKLRSERRPSSPAVAATS--GDDAAPGEEVGCDGSRGGDE 177
LpEndoG LASLNYERRIPNWVMEVVDYRKLRSERRPSSPAVATTS--GDDAAPGEEVGCDGSRGGDE 177
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Figure S4. (A) CLUSTAL O 1.2.4 multiple sequence alignment (5) of the region encompassing the
putative self-inhibitory domains of EndoG from Leishmania spp.: Leishmania infantum EndoG (BOZTD3
and A4HUH3), Leishmania major EndoG (Q4QHF4), Leishmania donovani EndoG (E9BAB1),
Leishmania mexicana EndoG (E9AN71), Leishmania braziliensis EndoG (A4H653), and Leishmania
panamensis EndoG (AOAO088S3R7). (B) WebLogo (6) produced by the SANSparallel server (7) for
Leishmania EndoG sequences. Note the three contiguous Asp residues in the middle region that were
replaced with Ala in our LIEndoGP(160-162)A ygriant.
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Figure S6. Molecular models of (A) homodimeric LIEEndoGAC™ in complex with one dsDNA molecule bound
to each monomer, (B) homodimeric wild-type LiEndoG in complex with one ssDNA-dsDNA junction bound to
each monomer, and (C) homodimeric wild-type L/IEndoG in complex with one ssDNA oligonucleotide bound
to each monomer. The pH-dependent self-inhibitory domain in (A) has been coloured in red to highlight its
spatial relation to the DNA-binding groove. The corresponding DNA sequences are displayed in Table 2 of
the main text. Separate files containing the coordinates of these refined models are provided in PDB format
as supplementary files LiEndoG_apo.pdb, LiEndoG_ssDNA+dsDNA. pdb, and LiEndoG_ssDNA. pdb.
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Conclusiones

El conjunto de resultados obtenidos en este trabajo, unido a los que habiamos obtenido
previamente en nuestro laboratorio (101), muestran que LIEndoG es importante tanto para
la supervivencia como para la ejecucién de la muerte celular en L. infantum, tal y como se ha
descrito también para sus ortdlogos en otros organismos (129,131). Este novedoso papel
provida de LiEndoG quedé demostrado al comprobar que la reduccién de su expresién en L.
infantum causaba un retraso en el crecimiento de los parasitos y disminuia su capacidad de
infectar macréfagos. Asi mismo, el hecho de que la inhibicidon de LiEndoG por accion de los
derivados de la 5'-tritiltimidina descritos en esta memoria produjera un efecto citotéxico
sobre los promastigotes y amastigotes de L. infantum, y que este efecto pudiera ser
contrarrestado por la sobreexpresion de LiEndoG, confirmaron la importancia que tiene esta
proteina para la supervivencia de los parasitos y su potencial como diana terapéutica para el

desarrollo de nuevos compuestos con actividad leishmanicida.

Nuestro trabajo nos ha permitido, ademds, construir un modelo tridimensional actualizado
de LIEndoG en su forma dimérica e identificar varios dominios que confieren a esta enzima
caracteristicas practicamente Unicas. Una de estas caracteristicas es la presencia de un
dominio de autoinhibicidn rico en residuos acidos de aspartico y glutamico que es capaz de
inhibir la actividad enzimatica de LiEndoG a pHs basicos, apuntando a un posible mecanismo
de regulacién por el cual esta enzima estaria practicamente inactiva en condiciones normales
en la mitocondria y se activaria tras ser liberada al citosol durante el proceso de muerte
celular (173,174). Asi mismo, hemos sido capaces de demostrar que el dominio carboxilo
terminal de L/IEndoG es responsable de la clara preferencia que muestra esta enzima por
digerir sustratos de cadena sencilla y sobre la unién entre ADN de doble cadena y cadena
sencilla, siendo este tipo de actividad similar al mostrado para otras nucleasas implicadas en
la reparacion y recombinacion del ADN (116,117,136). Adicionalmente, hemos mostrado que
el reemplazo de la serina del motivo SRGH - presente en las nucleasas de tripanosomatidos y
en EXOG - por el aspartico candnico del motivo DRGH de esta familia de nucleasas da lugar a
una enzima con una actividad nucleasa fuertemente mermada, efecto que puede ser

contrarrestado en gran medida mediante el reemplazo concomitante de la arginina 247 por
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una alanina. Finalmente, tanto nuestro modelo como los resultados experimentales

obtenidos indican que LiEndoG es una enzima principalmente dimérica en la cual cada uno de

los dos centros activos quedan localizados en lados opuestos de la interfaz de dimerizacién,

sugiriendo que cada uno de ellos une e hidroliza sustratos de manera independiente.

En resumen, las conclusiones principales de los trabajos presentados en esta memoria se

enumeran en el siguiente listado:

136

Los derivados de la 5’ timidina con sustituyentes tipo tritilo en el carbono 5, y
aminoacidos hidrofébicos - o derivados de estos - en el carbono 3’, constituyen un
grupo novedoso de agentes con actividad leishmanicida capaces de producir un efecto

citotdxico sobre promastigotes y amastigotes de L. infantum.

Dentro de estos derivados de timidina, la 3’-O-(isoleucilisoleucil)-5’-0-(3,3,3,-
trifenilpropanoil)timidina, denominada compuesto 28 en esta memoria, ha mostrado
ser el que tiene mayor potencial para actuar sobre los amastigotes intracelulares,
reduciendo hasta en un 90% el porcentaje de macréfagos infectados tras el

tratamiento con este compuesto a una concentracién de 15 puM.

El tratamiento de los parasitos con el compuesto 28 produce un aumento de su
potencial de membrana mitocondrial y de la produccidn de anién superdxido, eventos
gue pueden ser los desencadenantes de la muerte celular producida por esta
molécula. Adicionalmente, los parasitos que mueren por acciéon de este compuesto
muestran una menor degradacién del ADN que aquellos que lo hacen por efecto del

tratamiento control.

Varios de estos compuestos han mostrado ser capaces de inhibir la actividad nucleasa
de LiEndoG in vitro, existiendo una relacién entre su capacidad inhibitoria y el efecto
citotoxico que causan sobre los parasitos e indicando que esta proteina podria ser la

diana sobre la que estan actuando en los parasitos.



10.

11.

La sobreexpresion de LiEndoG hace que los parasitos sean mas resistentes a la muerte

inducida por el compuesto Lei49 (compuesto 37).

La disminucién de los niveles de expresiéon de LIEndoG en los parasitos produce una
reduccion de su tasa de crecimiento y hace que sean mucho menos infectivos para los

macroéfagos.

Mediante la utilizacién de multiples técnicas de modelado molecular y basdandonos en
las similitudes que existen entre LiEndoG y las nucleasas de C. elegans, D.
melanogaster o EXOG, en el laboratorio hemos construido un nuevo modelo

tridimensional de LiEndoG en su forma dimérica.

La serina 211 del motivo SRGH de LiEndoG no parece ser esencial para la actividad
catalitica, dado que su reemplazo por una alanina da lugar a una variante que muestra

una actividad nucleasa tan solo ligeramente reducida.

Sin embargo, el reemplazo de esta Ser211 por el aspartico canénico del motivo DRGH
de otras EndoGs da lugar a una enzima cuya actividad estd drasticamente reducida.
No obstante, la actividad de la variante S211D puede ser recuperada tras el reemplazo

concomitante de la Ala247 por una Arg.

La Arg y la His del motivo SRGH son indispensables para la actividad nucleasa de

LiEndoG dado su papel en la unidn del sustrato y la catalisis, respectivamente.

LiEndoG es una proteina principalmente homodimérica (si bien también se ha
demostrado la existencia de la forma monomérica y tetramérica) donde cada uno de
los dos centros activos quedan localizados en lados opuestos de la interfaz de

dimerizacion.
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12. Los residuos comprendidos entre las posiciones 145-180 de LiEndoG constituyen un
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13.

14.

dominio de autoinhibicidn que se localiza de forma préxima al sitio activo y es capaz
de inhibir la actividad de la enzima a pHs iguales o superiores a 8. Este mecanismo de
regulacién podria ser importante para mantener la actividad nucleasa de esta enzima

bajo control en condiciones de crecimiento normales en los parasitos.

LiEndoG produce cortes de cadena sencilla sobre el ADN bicatenario superenrollado y
tiene preferencia por digerir en las proximidades del extremo 5’ sobre el ADN de doble

cadena lineal.

La extensidn de la region carboxilo terminal de LiEndoG, que abarca desde el residuo
440 hasta el 510, conforma un dominio que dicta la preferencia que tiene esta enzima
por digerir sustratos de cadena sencilla ya sea de forma aislada o en la base de la unién

entre un ADN de cadena sencilla y un ADN de doble cadena.
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Anexo

Compuesto (LM) Estructura molecular
ICso promastigotes 7.67 £0.21 O Q 2
0 X
1 ICso amastigotes >25 ’ o ’
ICso Jurkat 169+ 0.5 e

ICsopromastigotes ~ 2.88 + 0.13 O Q i
. L
5 ICsp amastigotes 10.63 + 0.44 O :o: vl

Q

o

ICso Jurkat 171+ 2.2 N

ICso promastigotes >25 O Q o

ICso amastigotes ND O \“\)‘\/l\
ICso Jurkat ND ‘Q

QH

Inhibicion LIEndoG Nula

ICso promastigotes >25 O Q \fl
| NH
ICs0 amastigotes ND O o N/J\O
’ i

ICsoJurkat ND CH

Inhibicion LIEndoG Nula

157



ICso promastigotes 3.4+0.6 O Q o
ICso amastigotes 7.33 4 0.04 O | )\
6 b
ICs0Jurkat 9.87 + 1.8 !
Inhibicién rLiEndoG Media
ICso promastigotes 3.5+ 0.6 O Q
P PN
ICso amastigotes 6.33 +0.01 )
7 o
ICs0Jurkat 13.9+ 0.7
ICso promastigotes 6.51 + 0.03 O O I
P PN
ICso amastigotes 22.60+ 1.52 o
® =
ICso Jurkat 153+ 0.4

158




ICso promastigotes

>25

9 ICsp amastigotes ND o~| o
ICs0Jurkat ND Nz
ICs0 promastigotes >25 O Q
2 | NH
ICso amastigotes ND O hY ] N/Ko
15 k j
ICsoJurkat ND
ICso promastigotes >25
ICs0 amastigotes ND o NH
16 O | P
ICs0Jurkat ND ©

159



ICs0 promastigotes 7.31+3.22 O O ) i
9 S~
ICso amastigotes 12.76 £ 0.25 —@
20 °
ICso Jurkat 93+0.3
ICs0 promastigotes 5.87 £ 0.75 O Q i
o W
P PN
ICso amastigotes 9.68 + 0.36 —@
21 °
ICsoJurkat 10.6 + 0.9
ICso promastigotes 17.29 + 1.64
ICso amastigotes >25 2 \EL““
24 RS
ICsoJurkat 22.4+1.0 ¢

160

NH,




ICso promastigotes

2.59+0.24

ICso amastigotes 4,49 £ 0.52 | /l\
25 O o o N o

ICsoJurkat 6.83+0.1 o

Inhibicién rLiEndoG Elevada

ICso promastigotes 6.56 + 0.05 . O Q

(" LA

26 ICso amastigotes 7.07 £ 0.02 - T

ICsoJurkat 9.9+ 0.3 2

ICso promastigotes 6.67 + 0.23 O Q

0 | NH

ICso amastigotes 22.33+0.31 O o . N/&o
27 k j

ICso Jurkat 16.2+1.1 ?H—/

161



ICso promastigotes

1.31+0.09

ICso amastigotes 11.75+0.74
28 @9 LA
ICsoJurkat 15.9+ 0.6 ? :o:
Inhibicién LiEndoG Elevada ?W
ICso promastigotes 5.99 + 0.33 O Q o
» LA
29 ICso amastigotes 1342+ 0.14 —@
ICsoJurkat 8.28+ 1.0 ?
ICso promastigotes 6.38 + 1.17 O Q
9 LA
32 ICso amastigotes 14.52 + 1.40 mo
ICsoJurkat 249+23 o e

162




ICso promastigotes 3.78+0.14 O Q o
S
ICso amastigotes 8.65 + 0.51 R
33 )\L(o
ICsoJurkat 209+ 1.2 ° e
ICs0 promastigotes 2.22 +0.09
ICso amastigotes 6.11 + 0.01 o \ﬁ]\
34 O ] \
ICsoJurkat 7.040.9 ° N
ICso promastigotes 4.33 £ 0.05 O
- O \fl
ICso amastigotes 6.44 + 0.01 O o
37
o (o]
] ICs0Jurkat 17.2+0.9 g
Lei49
Inhibicién LiIEndoG Elevada

NH;

163



ICso promastigotes 4.51 +£ 0.65 O Q "
O ° | /J\
38 ICso amastigotes 7.37 £0.02 om"
ICso Jurkat 15.6 + 1.5 °
ICs0 promastigotes 46.45 + 3.03
Miltefosina 1Csp amastigotes 3.96 + 0.53 -
ICs0Jurkat 48

164




	Sinopsis
	Abreviaturas y acrónimos
	Introducción
	1.1 Leishmaniasis y particularidades de Leishmania spp.
	1.1.1 Definición, manifestaciones clínicas y epidemiología de la enfermedad
	1.1.2 Generalidades de Leishmania spp., morfología y ciclo de vida
	1.1.3 Particularidades bioquímicas, celulares y moleculares de Leishmania
	1.1.3.1 Organización genómica y regulación de la expresión génica
	1.1.3.2 Mitocondria y kinetoplasto
	1.1.3.3 Glicosomas y acidocalcisomas
	1.1.3.4 Metabolismo

	1.1.4 Tratamiento farmacológico de la leishmaniasis

	1.2 Mecanismos de muerte celular
	1.2.1 Apoptosis en organismos pluricelulares
	1.2.2 Muerte celular regulada y apoptosis en Leishmania spp.

	1.3 Endonucleasa G
	1.3.1 Estructura, localización y caracterización enzimática
	1.3.2 Funciones descritas
	1.3.3 La EndoG de Leishmania infantum (LiEndoG)


	Hipótesis
	Objetivo general
	Resultados
	4.1 Los derivados de la 5’-tritiltimidina como una nueva clase de compuestos antileishmania: la Endonucleasa G de Leishmania infantum como posible diana terapéutica
	4.1.1 Hipótesis
	4.1.2 Objetivos
	4.1.3 Resultados principales
	4.1.4  Resumen
	4.1.5 Artículo 1

	4.2 La EndoG de Leishmania infantum es una endo/exonucleasa esencial para la supervivencia del parásito
	4.2.1 Hipótesis
	4.2.2 Objetivos
	4.2.3 Resultados principales
	4.2.4 Resumen
	4.2.5 Artículo 2

	4.3 Asignación de los dominios presentes en la EndoG de Leishmania infantum en base a su estructura: caracterización de una región que regula la actividad de esta enzima en función del pH y una extensión C-terminal que dicta en gran medida su preferen...
	4.3.1 Hipótesis
	4.3.2 Objetivos
	4.3.3 Resultados principales
	4.3.4 Resumen
	4.3.4.1 Características del centro catalítico de LiEndoG
	4.3.4.2 LiEndoG existe como homodímero
	4.3.4.3 LiEndoG posee un dominio de autoinhibición que regula su actividad en función del pH
	4.3.4.4 La extensión en el extremo carboxilo terminal de LiEndoG determina su preferencia por los sustratos de cadena sencilla

	4.3.5 Artículo 3


	Conclusiones
	Bibliografía
	Anexo



