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Las mutaciones en SNCA, el gen que codifica la a-sinucleina (aSyn), causan

La enfermedad de Parkinson (EP) y el aSyn aberrante son una caracteristica patoldgica clave de

EP idiopatica. Esta a-sinucleinopatia conduce a una disfuncion mitocondrial,

lo que puede impulsar la neurodegeneracion dopaminérgica. PARKIN y PINK1,

mutado en la EP autosémica recesiva, regula la autofagia preferencial

eliminacién de mitocondrias disfuncionales (“mitofagia”) mediante la induccion de la ubiquitilacion de
proteinas mitocondriales, un proceso contrarrestado por la desubiquitilacion

via USP30. Aqui mostramos que la pérdida de USP30 en ratones knockout para Usp30 protege
contra los déficits de comportamiento y conduce a un aumento de la mitofagia, disminucion
fosfo-S129 aSyn y atenuacion de la pérdida neuronal dopaminérgica de SN

inducido por aSyn. Estas observaciones fueron recapituladas con un potente,

Inhibidor USP30 selectivo y penetrante del cerebro, MTX115325, con buenos resultados similares a los de un farmaco.
propiedades. Estos datos respaldan firmemente estudios adicionales sobre la inhibicién de USP30 como

potencial terapia modificadora de la enfermedad de la EP.

Una gran cantidad de evidencia implica la disfuncion de las mitocondrias. proteinas, induciendo asi la fusién de mitocondrias con autofagosomas, seguida de

La homeostasis como mecanismo fisiopatoldgico clave en el Parkinson. degradacion autofagica13,14.

enfermedad (EP)1-8 . Por lo tanto, el mantenimiento de un conjunto saludable de funciones Nuestra hipdtesis es que la mitofagia defectuosa también puede exacerbar la
Las mitocondrias requieren un sistema para degradar selectivamente las disfunciones. toxicidad de la a-sinucleina (aSyn). Mutaciones puntuales en el gen aSyn15-20, o
mitocondrias opcionales (“mitofagia”) 9. EP autosémica recesiva (AR-PD) duplicaciones o triplicaciones en el gen21-23, causan herencia autosémica dominante

debido a la deficiencia de PARKIN10 vincula la EP directamente con un defecto en la mitofagia. PD (AD-PD). aSyn induce disfuncién del complejo mitocondrial I,

En respuesta a la disfuncién mitocondrial, PARKIN se traslada al potencialmente uniéndose directamente a TOM20 en el sistema mitocondrial

membrana mitocondrial externa donde interactia con PINK1 (otro membrana y por tanto interfiriendo con la proteina mitocondrial

gen donde las mutaciones causan AR-PD11,12) para ubiquitilar mitocondrial importar24. Ademas, las mitocondrias disfuncionales producen un aumento
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Las especies reactivas de oxigeno (ROS), consistentes con un aumento de los
marcadores de dafio oxidativo en los cerebros con EP, y las ROS pueden
aumentar la acumulacién de aSyn, alimentando asi un bucle patoldgico
autoacelerado25-33 . Sin embargo, se desconoce el papel de la mitofagia en la
eliminacion de mitocondrias disfuncionales en el contexto de deterioro mitocondrial
inducido por aSyn in vivo. La evidencia indirecta de un posible papel en este
entorno proviene de los hallazgos de que las ratas PINK1 KO muestran una mayor
vulnerabilidad a la toxicidad de aSyn34.

La mayoria de las estrategias para modular la mitofagia también alteran la
autofagia en general o impactan otros pasos en la via autofagia-lisosoma35, lo que
dificulta el estudio de la mitofagia especificamente36,37. Un objetivo que podria
permitir la manipulacién molecular especifica de la mitofagia es la USP30.

USP30 es una enzima desubiquitilante (DUB) unida a la membrana mitocondrial
externa, donde elimina directamente la ubiquitina unida por PARKIN u otras ligasas
E338—40, contrarrestando asi la capacidad de PARKIN para promover la
mitofagia39,41,42. Como tal, el agotamiento de USP30 mediado por ARNip rescata
la mitofagia en células con deficiencia de PARKIN y protege las neuronas
dopaminérgicas (DA) en Drosophila con deficiencia de PARKIN40,43 y las
neuronas humanas en cultivos celulares42,44. Por tanto, la inhibicién de USP30

es una estrategia terapéutica atractiva para restaurar la mitofagia y lograr la
neuroproteccion en la EP. Ahora presentamos datos que demuestran que la
alteracién de USP30 en ratones Usp30 KO estimula la mitofagia y da como
resultado una proteccion muy significativa contra la toxicidad de aSyn. Ademas,
informamos que estos efectos pueden recapitularse mediante una pequefa
molécula potente y altamente selectiva que penetra en el cerebro, MTX115325,
con propiedades similares a las de un farmaco. En conjunto, estos datos validan

a USP30 como un objetivo terapéutico potencial para la neuroproteccion en la EP.

Resultados

Los ratones Usp30 KO son viables y no muestran patologia manifiesta.

Para generar Usp30 KO en ratones, flanqueamos el exén esencial 4 de Usp30 con
sitios loxP (alelo listo condicional) y luego lo eliminamos usando recombinasa CRE
(alelo constitutivo) para generar ratones Usp30 KO ( Figura 1a).

La eliminacién exitosa del gen Usp30 se confirmo por la falta de ARNm de Usp30
en el cerebro, rifién, corazén, musculo esquelético, bazo, higado, pancreas y
testiculos (Fig. 1b) . Ademas, no se detectd proteina USP30 en la corteza de
ratones Usp30 KO (Fig. 1c). Como se inform6 anteriormente45, los ratones Usp30
KO nacieron con las frecuencias mendelianas esperadas (Fig. 1d). Ademas, ahora
realizamos un fenotipado de alto rendimiento de mas de 300 parametros fenotipicos
y mostramos que los ratones Usp30 KO no tienen patologias manifiestas (Figura 1
complementaria y Datos complementarios 1). Para ver si la pérdida de USP30
conduce a patologias con la edad, establecimos una cohorte de envejecimiento y
mostramos que la pérdida de USP30 no tiene efectos nocivos detectables con el
envejecimiento en comparacion con los controles de compaferos de camada de
tipo salvaje (WT) (Fig. 1e) . De hecho, notamos que, en comparacion con los
controles de camada WT (antecedentes C57BL/6 N), los ratones Usp30 KO de 1
afio estan protegidos de la acumulacion de higado graso (Figura complementaria

2). En conjunto, estos datos no revelaron efectos adversos por la pérdida de
USP30 en ratones.

La eliminacién de Usp30 mejora los niveles de mitofagia en dopaminérgicos
neuronas

Para probar la hipétesis de que el agotamiento de USP30 afectaria la mitofagia en
las neuronas dopaminérgicas, cruzamos ratones Usp30 KO con ratones reporteros
mito-QC, que tienen un tdndem GFP-mCherry fusionado a una sefial de
localizacion mitocondrial derivada de la proteina FIS146. Esto hace posible medir
la mitofagia in vivo a medida que la sefial de GFP se apaga en el ambiente acido
de los lisosomas durante la mitofagia46.

Por lo tanto, los puntos rojos de mCherry sin una sefial verde de GFP reflejan
mitocondrias fusionadas con lisosomas durante la degradacién mitofagica (Fig. 1f).
La colocalizacién de puntos rojos de mCherry con LAMP1 se utilizé como una
estrategia alternativa para medir la mitofagia en secciones del cerebro donde la
sefial endégena de mCherry-GFP no se detecta faciimente con microscopia
confocal (Figura complementaria 3c).

Para comprender si la pérdida de USP30 puede afectar el aclaramiento
mitocondrial, cuantificamos las sefiales de mitofagia en las neuronas
dopaminérgicas de ratones KO mito-QC/Usp30 en comparacién con los comparieros
de camada mito-QC WT a las 16 semanas de edad. En este escenario, en
neuronas dopaminérgicas SN individuales (SNpc; TH-positivas, azul; Fig. 1g),
cuantificamos el nimero de puntos mCherry positivos (mCherry, rojo) colocalizados
con un marcador lisosomal (LAMP1, verde; Fig. 1f central paneles de la izquierda)
que representan mitofagosomas fusionados con lisosomas. Descubrimos que los
puntos mCherry aumentan significativa y especificamente en las neuronas
dopaminérgicas de los ratones Usp30 KO en comparacién con los ratones WT
(8,8 £ 0,6 por neurona DA en ratones WT y 12,7 + 1,5 por neurona DA en ratones
Usp30 KO, n = 13). 14, p = 0,0264; figura 1h). También encontramos que los
puntos mCherry/mitofagia no cambiaron en otros tejidos periféricos como el
musculo (Figuras complementarias 3a, b), pero aumentaron significativamente en
las neuronas corticales y las neuronas del hipocampo de ratones Usp30 KO en

comparacion con ratones Usp30 WT a las 40 semanas. de edad (Fig. complementaria 3c, d).

En conjunto, nuestros resultados indican que la pérdida de USP30 en ratones
aumenta los niveles basales de mitofagia en las neuronas DA en el SNpc, las

neuronas corticales y las neuronas del hipocampo, pero no en el musculo (Supl. Fig. 3).

Usp30 KO atenua la pérdida neuronal dopaminérgica en el modelo de ratén
AAV-A53T-SNCA Para probar si

la mejora de la mitofagia en las neuronas DA de ratones Usp30 KO esta asociada
con la proteccién de las neuronas DA contra la toxicidad de aSyn, utilizamos un
AAV1/2-A53T validado. -Modelo de ratén con sobreexpresion de SNCA aSyn que
muestra neurodegeneracion dopaminérgica y déficits motores en modelos de rata,
raton y primates no humanos47-51. En primer lugar, para determinar si la inducciéon
de aSyn afecta la mitofagia, medimos la mitofagia dentro del SNpc en ipsilateral
(inyectado con AAV-A53T-SNCA) en comparacion con los sitios contralaterales
(no inyectados; NI) a las 28 semanas después del parto. Para verificar que la
localizacién subcelular mito-QC es especifica para la mitofagia, también utilizamos
tincién con el marcador mitocondrial, OPA-1 y observamos resultados similares a
los datos generados con el sistema indicador mito-QC (Figuras complementarias
4a, b). Los puntos de mitofagia aumentaron significativamente en las neuronas
SNpc DA contralaterales e ipsilaterales de ratones Usp30 KO (15,80 + 6,837 y
14,29 + 6,862 por neurona DA, respectivamente) en comparacién con ratones
Usp30 WT (8,889 + 3,833 y 9,640 + 4,881 por neurona DA, respectivamente )
después de la inyeccion unilateral de AAV-A53T-SNCA (Figura complementaria
4b). Curiosamente, la expresion de aSyn mutante no afecté el nivel basal de
mitofagia independientemente de la pérdida de USP30, lo que sugiere que no hay
una correlacion directa entre la acumulacion de aSyn y el control de mitofagia
dependiente de USP30 en el momento evaluado (Figura complementaria 4b). Para
determinar si la pérdida de USP30 protege contra la pérdida neuronal DA inducida
por aSyn en los ratones Usp30KO, realizamos un recuento neuronal TH+ dentro
del SNpc en sitios ipsilaterales (inyectados con AAV-A53T-SNCA) en comparacion
con sitios contralaterales (NI) en 28 semanas después de las inyecciones (Fig.
2a). Estos resultados muestran que la pérdida de USP30 atenu¢ significativamente
la pérdida neuronal de DA causada por la sobreexpresién de aSyn (inyeccion de
AAV-A53T-SNCA; 47,35 + 4,614 % en ratones WT, p < 0,0001; 29,47 + 6,412 %
en ratones mito-QC, p = 0,0025; 66,15 + 3,135 % en ratones mito-QC/Usp30 KO,

p < 0,0001; prueba t de una muestra comparada con 100%, Fig. 2b) en comparacién
con controles WT (p = 0,0043; Fig. 2b) o ratones mito-QC (p = 0,0002; figura 2b).
Por lo tanto, la ausencia de USP30 protege contra la pérdida neuronal de DA
inducida por aSyn.

Usp30 KO inhibe el desarrollo de la patologia aSyn y los déficits motores
asociados. Para determinar

si la regulacién positiva de la mitofagia en ratones Usp30 KO inyectados con AAV-
A53T-SNCA se asocia con una disminucién de la patologia aSyn, realizamos
inmunotincién en el SNpc con anti-fosfo S129-aSyn. , una forma patoldgica de
aSyn que se encuentra en los cuerpos de Lewy52. La inyeccion del vector vacio
de AAV (AAV-Ev) no produjo aSyn patoldgico en el SNpc ipsilateral de ratones
WT, mito-QC y mito-QC/Usp30 KO.
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Figura 1 | Generacion y caracterizacion de ratones Usp30 KO. un esquema del gen

apuntando a generar los ratones Usp30 KO. b El grafico de barras muestra los niveles del gen Usp30.
expresion en diferentes tejidos en ratones Usp30 WT y KO (n = 5 para cerebro, n = 4 para

testiculo, n = 3 para todos los demas tejidos). Las barras de error representan la media + sd ¢ Representativa
Imagenes de Western Blot de OPA1, beta-actina y USP30 en la corteza de Usp30 WT y

KO ratones machos. El experimento se repitio dos veces de forma independiente. d Estimado y

Numeros observados de WT, Usp30 heterocigotos (Het) y Usp30 homocigotos.

ratones knockout (KO) en la descendencia de reproductores heterocigotos Usp30. e Supervivencia

curva de ratones WT y Usp30 KO.f imagen esquematica que muestra el mecanismo de funcionamiento

de la proteina informadora mito-QC para evaluar la sefial de mitofagia en las células.

g Imagenes de fluorescencia representativas que muestran la sefial de fluorescencia del mito-QC

(mCherry-red, GFP-green) y neuronas dopaminérgicas (TH, azul) en el SNpc de ratones macho mito-QC y
mito-QC/Usp30 KO. Las entradas blancas discontinuas se ampliaron a la derecha.

paneles que muestran los detalles de mCherry only puncta (mitophagy puncta) en el DA

neuronas. Barra de escala, 10 um. h Cuantificacion de los puntos de mitofagia en individuos

neuronas dopaminérgicas del SNpc (n = 13 para ratones macho USP WT, n = 14 para Usp30KO

ratones machos, 5 a 10 neuronas por ratén). WT y Usp30 KO en el grafico de barras representan

mito-QC y mito-QC/Usp30 KO, respectivamente. Importancia determinada por no emparejado,

Prueba t de Student de dos colas. Las barras de error representan la media + DE; *P<0,05. Acronimos: PESO
tipo salvaje, trampa genética GT, eliminacion de KO, locus loxP del sitio X-over P1, flippasa FRT

objetivo de reconocimiento, aceptor de empalme SA, cola pA poliA, casete de resistencia a neomicina NEO,

B-galactosidasa LacZ. Los datos de origen se proporcionan como un archivo de datos de origen.

respectivamente (Figura complementaria 5a). En cambio, hubo una fuerte
Inmunotincién de fluorescencia fosfo-S129- aSyn en el ipsilateral

SNpc de ratones WT inyectados con AAV-A53T-SNCA (67,10 + 4,899 en AAV-
A53T-SNCA versus AAV-Ev, p <0,0001; Fig. 2c, d) y ratones mito-QC (76,62 +

4.854 en ratones inyectados con mito-QC AAV-A53T-SNCA versus AAV-Ev,
p<0,0001; Figura 2c, d). En particular, la intensidad de fosfo-S129 aSyn en

Las neuronas dopaminérgicas de los ratones inyectados con AAV-A53T-SNCA se
redujeron significativamente en ratones mito-QC/Usp30 KO (Fig. 2c, d; 21,09 + 3,065
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Figura 2 | Usp30 KO mejoro6 la supervivencia neuronal de DN, disminuyé la aSyn patolégica y evitd
déficits motores en un modelo de raton con EP inducida por a-sinucleina. a Secciones
representativas de SNpc de inmunohistoquimica de TH en diferentes grupos de ratones machos 28
semanas después de la inyeccion de AAV-A53T-SNCA. El recuadro de los paneles izquierdos se
amplia a los paneles derechos. Barra de escala, 1 mm para paneles izquierdos, 100 ym para
paneles derechos. b El grafico muestra los porcentajes de neuronas TH positivas en SNpc ipsilateral
en comparacién con el contralateral del mismo ratén macho en cada grupo (n = 7 para el grupo WT,
n = 8 para el grupo mito-QC, n = 7 para mito-QC/Usp30 KO grupo). Importancia determinada por
ANOVA unidireccional. Las barras de error representan la media + DE; **P<0,01. c Imagenes

representativas de SNpc de ratones macho 28 semanas después de la inyeccion de AAV-A53T-

+ AAV-A53T-SNCA

+Esto

+ AAV-A53T-SNCA

d Cuantificaciones de la intensidad de fluorescencia promedio de fosfo-S129 a-sinucleina en neuronas
DA de ratones machos en cada grupo (n = 3 ratones para grupos de control de vector vacio; n =7
ratones para grupos AAV-SNCA). Importancia determinada por ANOVA. Las barras de error
representan la media + DE ****P < 0,0001; ns, no significativo e Porcentaje de uso de la

extremidad anterior contralateral para la cria en la prueba del cilindro de ratones hembra (puntos
abiertos) o machos (puntos cerrados) a las 28 semanas después de la inyeccion unilateral de los
vectores AAV-Null o AAV-A53T-SNCA (n = 29 para WT + EV, n = 21 para mito-QC + EV, n = 32 para
mito-QC/Usp30 KO + EV, n = 30 para WT + SNCA, n = 28 para mito-QC + SNCA, n = 29 para
mito-QC/Usp30 KO + SNCA). Importancia determinada por ANOVA unidireccional. Las barras

de error representan la media + DE; ****P < 0,0001; ns, no significativo. Los datos de origen se

SNCA. El recuadro esta ampliado a la derecha. Barra de escala, 1 mm para paneles izquierdos, 100 um pAF@RRIHIESIERBRGLN archivo de datos de origen.

en ratones inyectados con mito-QC/Usp30 KO AAV-A53T-SNCA versus 67,10
4,899 en WT o0 76,62 * 4,854 en mito-QC inyectados con AAV-A53T-SNCA, p
<0,0001).

Para comprender mejor si el agotamiento de USP30 afecta la asociacion
entre aSyn patoldgico y las mitocondrias en el modelo de EP, analizamos la
superposicion de un marcador mitocondrial (OPA-1, rojo) con fosfo-S129-aSyn
(verde) en el SNpc ipsilateral del AAV. -Modelo de raton A53T-SNCA (Figura
complementaria 5b). Las mitocondrias visualizadas mediante tinciéon con OPA-1
fueron en su mayoria visibles como puntos en el SNpc ipsilateral de ratones
mito-QC/Usp30 WT, pero fueron visibles como una red dinamica en los ratones
Usp30 KO (Supl. Fig. 5b). El analisis de colocalizaciéon mostré que
aproximadamente el 80% del total de mitocondrias estaba asociado con S129-
aSyn patolégico en las neuronas SNpc de los ratones WT inyectados con AAV-
A53T-SNCA (78,09 + 1,218%) (Figura complementaria 5c).

Curiosamente, la fracciéon de mitocondrias que se tifieron conjuntamente con

(16,93 + 2,739 %) (Figura complementaria 5¢). Ademas, la fraccion de S129-
aSyn patolégico ubicada en las mitocondrias sigue siendo comparable tanto en
los ratones WT (46,39 + 2,638 %) como en los Usp30 KO (44,79 + 2,617 %).
(Figura complementaria 5d). Estos resultados muestran que el agotamiento de
USP30 redujo la acumulacion de S129-aSyn patologico en las mitocondrias.

Usp30 KO protege contra los déficits motores inducidos por aSyn. Para

evaluar si la pérdida de neuronas dopaminérgicas a las 28 semanas después

de la inyeccion de AAV-A53T-SNCA se asocia con déficits motores y para
evaluar el impacto de Usp30 KO en la funcién motora, medimos la asimetria.
Uso experimental de las extremidades anteriores en la prueba del cilindro, que
es sensible a la deficiencia asimétrica de dopamina47-51. La inyeccioén unilateral
de AAV-Ev no afect6 la funcién motora en ratones machos o hembras de los tres
grupos experimentales (WT, mito-QC y mito-QC / Usp30 KO; Fig. 2f), excluyendo
asi cualquier efecto no especifico del virus o de la inyeccion estereotaxica en si.

S129-aSyn disminuy6 drasticamente a alrededor del 20 % en los ratones Usp30 KO.Por el contrario, la inyeccion unilateral del AAV-A53T-SNCA
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Figura 3 | Usp30 KO previene la pérdida de fibras dopaminérgicas TH+ del estriado y preserva

la dopamina y sus metabolitos en el modelo de ratén basado en a-sinucleina. a Secciones
estriatales representativas de inmunohistoquimica de TH en ratones macho 28 semanas después
de la inyeccién de AAV-A53T-SNCA; ampliado en paneles inferiores. Barra de escala, 1 mm para
paneles superiores, 100 um para paneles inferiores. b Densidad dptica relativa de las fibras TH+ en
el cuerpo estriado ipsilateral en comparacién con el lado contralateral de ratones machos en cada
grupo (n =7 para el grupo WT, n = 8 para el grupo mito-QC, n = 7 para el grupo mito-QC/Usp30
KO ). Importancia determinada por ANOVA unidireccional. Las barras de error representan la
media + DE; ****P < 0,0001. ¢ Niveles medios de dopamina (ng/mg de proteina) en el cuerpo
estriado ipsilateral de ratones hembra (puntos abiertos) y machos (puntos cerrados) en cada grupo
(n =14 para WT + EV, n = 10 para mito-QC + EV , n = 15 para mito-QC/Usp30 KO + EV, n =

16 para WT + SNCA, n = 14 para mito-QC + SNCA, n = 13 para grupos de ratones mito-QC/
Usp30 KO + SNCA). Importancia determinada por ANOVA unidireccional. Las barras de error
representan la media + DE; ***P < 0,001, ****P < 0,0001. d Media de los niveles de &cido
3,4-dihidroxifenilacético (DOPAC, ng/mg de proteina) en el cuerpo estriado ipsilateral de ratones
hembra (puntos abiertos) y machos (puntos cerrados) en cada grupo (n = 14 para WT + EV,

Mito-QC Mito-QC Usp30 KOWTMito-QC Mito-QC Usp30 KO Milo-QC Mito-QC Usp30 KOWTMito-QC Mito-QC Usp30 KO

+ESTO + AAV-A53T-SNCA +ESTO + AAV-A53T-SNCA

n =10 para mito-QC + EV, n = 15 para mito-QC/Usp30 KO + EV, n = 16 para WT + SNCA, n = 14
para mito-QC + SNCA, n = 13 para mito-QC/Usp30 grupos de ratones KO + SNCA).

Importancia determinada por ANOVA unidireccional. Las barras de error representan la media

+ DE; ****P < 0,0001. e Niveles medios de acido homovanilico (HVA, ng/mg de proteina) en el
cuerpo estriado ipsilateral de ratones hembra (puntos abiertos) y machos (puntos cerrados) en cada
grupo (n = 14 para WT + EV, n = 10 para mito-QC + EV, n = 15 para mito-QC/Usp30 KO + EV,

n =16 para WT + SNCA, n = 14 para mito-QC + SNCA, n = 13 para grupos de ratones mito-QC/
Usp30 KO + SNCA) . Importancia determinada por ANOVA unidireccional. Las barras de error
representan la media + DE; ****P < 0,0001; *P < 0,05.f Niveles medios de 3-metoxitiramina (3-MT,
ng/mg de proteina) en el cuerpo estriado ipsilateral de ratones hembra (puntos abiertos) y

machos (puntos cerrados) en cada grupo (n = 14 para WT + EV , n = 10 para mito-QC + EV, n =15
para mito-QC/Usp30 KO + EV, n = 16 para WT + SNCA, n = 14 para mito-QC + SNCA, n = 13 para
mito-QC/ grupos de ratones Usp30 KO + SNCA). Importancia determinada por ANOVA

unidireccional. Las barras de error representan la media + DE; **P<0,01. Los datos de origen se
proporcionan como un archivo de datos de origen.

tanto en ratones WT como en mito-QC indujeron disfunciéon motora, como lo
demuestra el menor uso de las extremidades anteriores contralaterales a la
inyeccion (en comparacioén con el uso de las extremidades anteriores
ipsilaterales) (Fig. 2e ). En particular, Usp30 KO protegi6 significativamente
contra los déficits motores inducidos por aSyn en ratones mito-QC/Usp30 KO
hembras y machos (mito-QC AAV-A53T-SNCA versus mito-QC/Usp30 KO AAV-
A53T-SNCA, p. <0,0001; WT AAV-A53T-SNCA versus mito-QC/Usp30 KO AAV-
A53T-SNCA, p <0,0001; Fig. 2e y videos complementarios 1-3). Estos resultados
demuestran que Usp30 KO rescata los déficits motores inducidos por aSyn,
medidos mediante la prueba del cilindro.

Usp30 KO protege contra la pérdida de dopamina estriado y terminales TH+
inducida por aSyn. Para probar

el impacto de Usp30 KO en la pérdida de neuritas DA inducida por aSyn que se
proyectan hacia el cuerpo estriado, medimos la densidad de los terminales TH+
en el cuerpo estriado del cerebro. secciones (Fig. 3a). La densidad 6ptica
relativa de las fibras TH+ disminuy6 significativamente tanto en ratones WT
(36,28 + 5,539 %; p < 0,0001, Fig. 3b) como en ratones mito-QC (33,26 + 5,721).

%; p <0,0001, Fig. 3b), pero no en los ratones Usp30 KO (84,05 + 5,277 %; Fig.
3b) después de la inyeccién de AAV-A53T-SNCA.

Tras la tincién con TH, también observamos que la intensidad de TH tanto
en el cuerpo estriado como en SNpc diferia de WT a Usp30 KO incluso en el
lado no inyectado. Para entender por qué, cuantificamos la densidad 6ptica de
TH en ratones a los que se les inyectd AAV-A53T-SNCA o se les inyect6 el
vector AAV-Empty (Ev) en el lado ipsilateral en relacion con el lado contralateral
NI. Estos datos mostraron que en los ratones inyectados con AAV-A53T-SNCA,
la intensidad de la tincién con TH se vio afectada no solo en el lado ipsilateral
sino también en el lado contralateral (Fig. 3a, by Fig. Suplementaria 4c, d) . El
efecto bilateral sobre las terminales TH+ del cuerpo estriado después de la
inyeccion unilateral de un vector AAV para sobreexpresar aSyn en SN se ha
informado en un modelo de EP en ratas53. Por lo tanto, es probable que la
tinciéon con TH no sea elevada directamente por los ratones Usp30 KO, sino que
Usp30 KO protege contra la pérdida de TH inducida por aSyn que ocurre tanto

en el lado ipsilateral como en el contralateral. Esta observacion no altera nuestros datos ge

interpretacion ya que, para nuestros analisis, comparamos los efectos intra-ratén
(ipsiateral versus contralateral).
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Ademas, analizamos los niveles moleculares de dopamina y sus metabolitos
en el cuerpo estriado ipsilateral de ratones machos y hembras. Los niveles de
dopamina y sus metabolitos, incluido el acido 3,4-dihidroxifenilacético (DOPAC),
3-metoxitiramina (3-MT) y acido homovanilico (HVA), son comparables entre
genotipos en ratones inyectados con AAV-Ev ( Figura 3 cf). La inyeccion de AAV-
A53T-SNCA provocd un agotamiento de dopamina tanto en ratones WT como
en mito-QC (p <0,0001; Fig. 3c), pero no en ratones Usp30 KO (Fig. 3c). Ademas,
Usp30 KO evitd la disminucion de los metabolitos de dopamina HVA (p <0,05,
Fig. 3e) y 3-MT (p = 0,0082, Fig. 3f), con una tendencia no significativa para
DOPAC (p = 0,085, Fig. 3d). Estos resultados muestran que Usp30 KO protege
contra la pérdida de terminales estriatales TH+ y contra la pérdida de dopamina
estriatal en este modelo de EP de ratén basado en aSyn.

Validacién de un inhibidor USP30 penetrante cerebral MTX115325

MTX115325 es un inhibidor USP30 patentado (USP30i) desarrollado por Mission
Therapeutics con buena biodisponibilidad oral y penetracién en el sistema
nervioso central (SNC) (Fig. 4, Fig. complementaria 6a) (WO 2021/ 249909 A1).
MTX115325 (Fig. 4a) inhibe la USP30 en un ensayo de polarizacion de
fluorescencia bioquimica con una IC50 de 12 nM (Supl. Fig. 6a, primera fila) y,
en las células, bloquea el acceso de una sonda similar a la ubiquitina al sitio
activo de la enzima con un IC50 de 25 nM (Figura complementaria 6a, segunda
fila). En una linea celular HeLa humana que sobreexpresa PARKIN y se expuso
a las toxinas mitocondriales antimicina A y oligomicina A (A/O), MTX115325
aumento la ubiquitilacién de la proteina de la membrana mitocondrial externa
TOM20, un sustrato USP30, con una EC1.5x y una EC50 de 10. nM y 32 nM
respectivamente (Fig. 6a complementaria, tercera fila; en la Fig. 4b se proporciona
un perfil de concentracion-respuesta de TOM20-Ub representativo). Para
investigar mas efectos farmacoldgicos de MTX115325 en neuronas dopaminérgicas
humanas in vitro, se probaron neuronas dopaminérgicas derivadas de iPSC
(control o neuronas dopaminérgicas derivadas de iPSC mutadas con alfa-
sinucleina A53T) para detectar diferencias en la ubiquitilacién de TOM20 y
TOMZ20, en ausencia o presencia de 7 dias de tratamiento con MTX115325 a 10
nM, 100 nM o 1 pM sin ningun estimulo exdgeno. El tratamiento con MTX115325
provocé la regulacién positiva de la ubiquitilacion de TOM20 (la figura
complementaria 6b, d — b contiene datos de transferencia Western de las
neuronas de control). El tratamiento a corto plazo de 24 h con MTX115325 1 yM
sin ningun estimulo exégeno también aumentd la ubiquitilacion de TOM20 tanto
en el control como en el fondo A53T aSyn (Fig. S6c).

Para evaluar la selectividad contra DUB y otras cisteinil proteasas, se
analiz6 el USP30i MTX115325 contra 54 DUB y cinco catepsinas en ensayos
bioquimicos (Tabla 1). El nivel mas alto de inhibicion de DUB fue IC50 24,9 uM,
y la catepsina mas alta fue para Catepsina L a IC50 42,1 uM, lo que representa
una selectividad USP30 > 2000 veces y > 3500 veces respectivamente (Figura
complementaria 6a, cuarta fila y Tabla 1) . ). Es importante destacar que, para
su uso en estudios in vivo con ratones, confirmamos que USP30i MTX115325
inhibi6 la USP30 de ratén con una CI50 de 13 nM, lo que demuestra una potencia
equivalente entre las enzimas humanas y de raton (Figura complementaria 6a,
quinta fila). Los estudios farmacocinéticos en ratones se realizaron mediante
administracion intravenosa (V) para medir la eliminacion del compuesto,
mediante administracién oral para medir la biodisponibilidad y mediante
administracion oral en animales con una sonda de microdialisis insertada en la
corteza prefrontal para medir el perfil del farmaco libre en el cerebro. liquido
intersticial cerebral. Estos andlisis revelaron que MTX115325 exhibe una
excelente biodisponibilidad oral del 98% (Figura complementaria 6a, sexta fila),
aclaramiento metabdlico bajo a moderado de 19,7 ml/min/kg (Figura
complementaria 6a, séptima fila) y buena penetracién en el SNC con un
coeficiente de particion independiente, Kpu,u de aproximadamente 0,4 (Figura
complementaria 6a, octava fila). Se proporciona un perfil de concentracion
temporal del USP30i MTX115325 en sangre completa y dializado de corteza
prefrontal después de una dosis Unica de 10 mg/kg, lo que demuestra una
estrecha relacién entre ambos perfiles de tejido (Fig. 4c) y una CMax libre de
corteza prefrontal de 528 nM ( en el punto de tiempo de 60 minutos). En un
estudio separado, MTX115325 demostré un buen compromiso con el objetivo del

(Figura complementaria 6e). Los estudios toxicolégicos exploratorios en ratones
demostraron que MTX115325 es bien tolerado sin observaciones clinicas
adversas ni hallazgos patolégicos después de dos semanas de dosificacion con
niveles de dosis de hasta 300 mg/kg/dia. En células SH-SY5Y que expresan
establemente mito-QC, MTX115325 produjo un aumento de la mitofagia
dependiente de la concentracion cuando se incubo durante 72 h en combinacion
con una inhibiciéon submaxima del complejo ETC Il y V (A/O 0,1 mM) (Fig. 4e).
MTX115325 aumenté la mitofagia en un 22% a 37 nM con un aumento maximo
del 54% en comparacién con el valor inicial a 1 pM (Fig. 4f). Estos datos muestran
que la inhibicion de USP30 con MTX115325 es altamente selectiva, penetrante
en el SNC y bien tolerada y que MTX115325 impulsa procesos de control de
calidad mitocondrial en una linea celular de neuroblastoma y en neuronas
derivadas de IPSC in vitro con efectos dependientes de la concentracién en
presencia y ausencia de estimulos exégenos.

El inhibidor de USP30 MTX115325 previene la pérdida neuronal dopaminérgica
y preserva la dopamina estriatal en un modelo de ratén AAV-A53T-SNCA. Para
probar si la

inhibicion de la actividad catalitica de USP30 puede recapitular los efectos
protectores sobre el sistema nigroestriatal observados en ratones Usp30 KO,
probamos el USP30i. MTX115325 (WO 2021/249909 A1) en una versién
estrechamente relacionada del modelo de raton AAV-A53T-SNCA PD como
describimos para los estudios Usp30 KO. Después de la inyeccion estereotaxica
unilateral de un AAV1/2 que codifica AAV-A53T-SNCA vy sin inyeccion contralateral
(NI), los ratones fueron tratados dos veces al dia con 15 mg/kg o 50 mg/kg de
MTX115325 mediante sonda oral, y después de 10 semanas de tratamiento. Se
recogieron los cuerpos estriados ipsilateral y contralateral para medir la dopamina
y sus metabolitos, y se recogié SN para medir las neuronas TH+ (solo el grupo
de 50 mg/kg). En la Fig. 5a se proporcionan ejemplos de imagenes de tincion
con TH . De acuerdo con el efecto de Usp30 KO descrito anteriormente, la
inhibicién de USP30 con MTX115325 protegié contra A53T aSyn indujo la
pérdida de neuronas TH+ (Fig. 5b). Utilizando el hemisferio NI contralateral de
cada animal como su propio control, el porcentaje de neuronas TH+ ipsilaterales
frente a contralaterales en los animales tratados con vehiculo fue del 61,7%
frente al 89,08% para los animales tratados con MTX115325 (50 mg/kg dos
veces al dia) con un valor de p. de 0,029 (prueba t de Student no apareada), lo
que indica una proteccion significativa contra la pérdida neuronal inducida por
aSyn debido a la inhibicién farmacolégica de USP30. De acuerdo con estos
efectos sobre las neuronas TH+, MTX115325, a dosis de 50 y 15 mg/kg dos
veces al dia, anuld la pérdida de dopamina y de sus metabolitos HVA y DOPAC
en el hemisferio ipsilateral en comparacién con el hemisferio contralateral, asi
como al comparar los niveles en el hemisferio ipsilateral entre los grupos de
tratamiento (Fig. 5c-e). Al comparar los niveles en el hemisferio ipsilateral entre
grupos de tratamiento utilizando datos normalizados, aunque las estimaciones
medias de dopamina/HVA/DOPC sugieren una eficacia ligeramente menos soélida
con 15 mg/kg dos veces al dia en comparacion con 50 mg/kg dos veces al dia,
son insuficientes para establecer definitivamente una respuesta a la dosis. Efecto
del tratamiento con MTX115325 en este modelo.

Ademas, se evaluaron marcadores mecanisticos de patologia relevante
para la enfermedad, incluidos aSyn total, S129-aSyn fosforilado y abundancia de
microgliales/astrocitos (Iba-1/GFAP). La inhibicion de USP30 con MTX115325 a
50 mg/kg disminuy6 significativamente el area total tefiida con GFAP (Figura
complementaria 7b), lo que refleja un menor nimero de astrocitos activados.
MTX115325 a 50 mg / kg redujo significativamente el S129-aSyn fosforilado pero
no el aSyn total (Figuras complementarias 7c, d).

Para confirmar la exposicion al compuesto consistente con niveles sélidos
de participacién objetivo en el estudio, se midieron los niveles de MTX115325 en
muestras de sangre tomadas 0,5, 1, 2, 4 y 6 h después de la primera dosis, siete
dias antes del final del estudio. MTX115325 alcanzé una Cmax en sangre de
7546,9 ng/mL con 15 mg/kg y 16374,3 ng/mL con 50 mg/kg y exposiciones de
13606 ng*h/mL y 42959 ng*h/mL, respectivamente, en las diferentes
concentraciones. diferentes dosis (Fig. 4d). Las concentraciones estimadas de
farmaco libre en el cerebro estarian muy por encima de la CE50 en el ensayo de
ubiquitilacion TOM20 (TOM20-Ub) durante la duracién del régimen de dosificacion

SNC con una dosis de 10 mg/kg por via oral, logrando aproximadamente 8 h de uni6Aldivebds dotisead ek
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Figura 4 | Validacion de la inhibicion de USP30 y la farmacocinética de un inhibidor de USP30 kg y 50 mg/kg en el modelo A53T. n = 3 ratones por grupo. e Imagenes representativas que muestran
de molécula pequefia, MTX115325. a Imagenes representativas de transferencia Western de 5 sefiales de mito-QC en células SHSY-5Y, que se tifieron con Hoechst para los nucleos (azul), después
experimentos independientes muestran TOM20 y TOM20 modificado con ubiquitina (TOM20-Ub) en de exponerlas a MTX115325 a 0,333 pM durante 20 minutos. Barra de escala, 20 um.
diversas concentraciones de MTX115325 durante 90 minutos en células HelLa. La estructura de Las imagenes sin recortar se presentan en la Fig. 9 complementaria. f cuantificacion del indice de
MTX115325 se muestra arriba. b Cuantificacion de TOM20-Ub normalizado en varias mitofagia con tratamiento con MTX115325 (n = 3 experimentos independientes, con tres réplicas
concentraciones de MTX115325. ¢ Concentracion dependiente del tiempo de MTX115325 en sangre técnicas que capturan 11 campos de vision). Andlisis estadistico mediante ANOVA unidireccional con
total y corteza prefrontal después de la administracion oral a 10 mg/kg. n = 4 ratones por grupo. prueba post-hoc de Dunnett. Las barras de error representan la media + DE; *P < 0,05; **P <
d Concentraciones en sangre total de MTX115325 después de la administracion oral de 15 mg/ 0,01; **P < 0,001. Los datos de origen se proporcionan como un archivo de datos de origen.
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Tabla 1 | Selectividad de MTX115325 USP30i

Enzima CI50 (uM)
uspP2 24.9
josd1 31.0
Catepsina L 42.1
CD USP21 60,7
USP16 83,7
USP25 93.2
USP6 96,3
USP28 106.1
USP10 107.2
Catepsina K 109,9
USP32 120.2
uspP22 147,3
CD USP36 157,3
josd2 159,5
ATXN3L 172,5
Catepsina B 2051
USP47 212,5
Catepsina V 2475
Catepsina S 2596
USP19 2775
USP11 290,9
USP8 >300
USPL1 >300
MINDY3 >300
UspP24 >300
VCPIP FL >300
OTUD6A >300
USP48 >300
OTUB1/UBCH5B >300
YOD1 >300
CILINDRO >300
CEZANNE1 >300
CD SENP2 >300
UchL5 >300
USP4 >300
USP12/UAF1 >300
NUCLEO USP34 >300
DESDE AQUI1 CD >300
USP35 >300
UchL1 >300
UchL3 >300
USP9x >300
USP46/UAF1 >300
CD SENP1 >300
PERO2 >300
UsP7 >300
BAP1 >300
OTUD5(p177S) >300
USP13 >300
MINDY2 >300
CD OTUD3 >300
USP15 >300
USP14 >300
USP1 >300
Trabido >300

Cuadro 1 (continuacion) | Selectividad de MTX115325 USP30i

Enzima CI50 (uM)
USP20 >300
USP5 >300
OTUD6B >300
SENP6 >300

La tabla muestra la mitad de la concentracion inhibidora maxima (C150) de MTX115325 para obtener una lista de

enzimas.

En conjunto, estos resultados muestran que la inhibicion de USP30 por
MTX115325 recapitula los efectos de Usp30 KO en la proteccién contra

Pérdida neuronal TH+ y pérdida de dopamina estriatal en una EP basada en aSyn
modelo de raton.

Discusion

El estudio actual investigo los efectos de la pérdida o inhibicion de Usp30.

con un potente inhibidor selectivo USP30, MTX115325, en un modelo de degeneracién
dopaminérgica cronica impulsada por aSyn. Nosotros mostramos que

inhibicion in vivo de USP30, mediante eliminacion genética o molécula pequefia
inhibicion, representa una estrategia viable para mejorar la eliminacién de
mitocondrias dafiadas a través de la mitofagia en este raton basado en aSyn

Modelo PD.

Apuntamos a USP30 para controlar experimentalmente los niveles de mitofagia
mediante la desactivacion genética de Usp30 y por la inhibicién farmacolégica de la
actividad catalitica de USP30. USP30 es una deubiquitilasa, que
contrarresta los efectos de PARKIN eliminando la ubiquitina de las proteinas de la
membrana externa mitocondrial39,54. Cisteinil proteasa USP30
la actividad catalitica prefiere cadenas de ubiquitina unidas a Lys643. Estudios recientes
han mapeado ampliamente la membrana mitocondrial externa (OMM)
sustratos, que incluyen varios miembros de la TOM (translocasa de
membrana mitocondrial externa), proteinas de la familia VDAC (canal selectivo aniénico
dependiente de voltaje), CISD1 (CDGSH
dominio hierro azufre 1), y FKBP8 (FKBP prolil isomerasa 8) entre
otros41,42. La eliminacion del gen Usp30 regula positivamente la mitofagia y
aumenta la eliminacién de mitocondrias dafiadas en neuronas inducidas
derivado de células madre embrionarias y en neuroblastoma SH-SY5Y
células41,42. De interés, dado el fuerte vinculo entre TOM20 y
vias de vesiculas derivadas de mitocondrias55,56, USP30 puede interactuar con
vesiculas derivadas de mitocondrias (MDV) para provocar mas mitocondrias
control de calidad57. La USP30 también puede desempefiar un papel en la regulacion
de la abundancia/rotacion de peroxi-algo58. USP30 puede afectar la funcién mitocondrial
a través de la mitofagia y la traduccion de proteinas mitocondriales en
Linfocitos T citotéxicos (CTL)59. No hemos explorado ninguno de estos
mecanismos en el estudio actual y no podemos excluir su potencial
papel en los resultados beneficiosos para Usp30 KO/inhibicién. Otros DUB,
incluyendo USP13, USP14, USP15, USP33 y USP35, también han sido
Se sugiere que tiene efectos antagonizantes sobre la ubiquitilacion y mitofagia mediadas
por PARKIN y se sabe que ligasas E3 adicionales pueden
para ubiquitilar las mitocondrias54,60-64, aunque con consenso limitado
entre multiples grupos independientes.

Encontramos que la desactivacion del gen Usp30 en ratones condujo a un aumento
Niveles basales de mitofagia en neuronas dopaminérgicas en el SN. Nuestro
Los resultados en los ratones Usp30 KO se alinean con los datos de Phu et al.1, cual
demostré que el agotamiento de USP30 acelerd la mitofagia y condujo a
aumento de la respiracién basal pero reduccion de la capacidad de reserva en las
neuronas del hipocampo, destacando que USP30 juega un papel crucial en la regulacion
de la homeostasis mitocondrial y su ausencia influye
Metabolismo mitocondrial y mitofagia en las neuronas.

La sobreexpresion de aSyn induce sinucleinopatia en las neuronas dopaminérgicas
y afecta la funcion mitocondrial y, por lo tanto, es una opcién adecuada.
modelo para probar si una estrategia de regulacion de la mitofagia podria proteger contra
Toxicidad aSyn. La disfuncién mitocondrial juega un papel central en la
patogénesis de la neurodegeneracion dopaminérgica en la EP. Los productos
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Figura 5 | La inhibicién farmacolégica de USP30 con MTX115325 previene la pérdida neuronal
dopaminérgica y el agotamiento de dopamina en un modelo de ratén con EP basado en a-
sinucleina. a Imagenes de inmunofluorescencia representativas de TH en el SNpc de ratones macho.
Entradas ampliadas en paneles inferiores. Barra de escala, 1 mm para paneles superiores, 10 ym
para paneles inferiores. b Porcentaje de neuronas dopaminérgicas en el lado inyectado de AAV-
A53T-SNCA versus el lado no inyectado (NI). n = 15 para el grupo de vehiculos, n = 14 para el

grupo USP30i. Importancia determinada mediante prueba T no apareada (de 2 colas). Las barras

de error representan la media + sd *P < 0,05. c Niveles relativos de dopamina en el cuerpo estriado
de ratones macho 10 semanas después de la inyeccion (n = 14, 15, 15, 15, 14, 15 para

vehiculo+NI, vehiculo+SNCA, USP30i 15 mg/kg+NI, USP30i 15 mg/kg +SNCA, USP30i 30 mg/kg+NI,
USP30i 30 mg/ kg+SNCA respectivamente). Las barras de error representan la media + DE *P < 0,05;

Vehiculo 15 mg/kg 50 mg/kg

Vehiculo 15 mg/kg 50 mg/kg

USP30i USP30i

**P <0,01; **P < 0,001. d Niveles relativos de DOPAC en el cuerpo estriado de ratones macho 10
semanas después de la inyeccion (n = 14, 15, 15, 15, 14, 15 para vehiculo+NI, vehiculo+SNCA,
USP30i 15 mg/kg+NI, USP30i 15 mg/kg +SNCA, USP30i 30 mg/kg+NI, USP30i 30 mg/kg+SNCA
respectivamente). Las barras de error representan la media + DE *P < 0,05; **P<0,01. e

Niveles relativos de HVA en el cuerpo estriado de los ratones macho 10 semanas después de la
inyeccion (n = 14, 15, 15, 15, 14, 15 para vehiculo+NlI, vehiculo+SNCA, USP30i 15 mg/kg+NI,
USP30i 15 mg /kg+SNCA, USP30i 30 mg/kg+NI, USP30i 30 mg/kg+SNCA respectivamente).
Importancia de las comparaciones ipsi versus contra determinada mediante ANOVA de 2 vias con
Fisher LSD sin corregir. Importancia de las comparaciones de ipsi frente a ipsi determinada mediante
ANOVA de 2 vias con la prueba post-hoc de Dunnett. Las barras de error representan la media +

DE; *P < 0,05; ***P<0,01. Los datos de origen se proporcionan como un archivo de datos de origen.

de varios genes familiares relacionados con la EP, incluidos PARKIN, PINK1, LRRK2,
DJ-1y UCHL-1, regulan directamente la homeostasis mitocondrial44,65-68.

Las neurotoxinas relacionadas con el parkinsonismo, incluidas la 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-
tetrahidropiridina (MPTP), la rotenona, el paraquat y la 6-hidroxidopamina, inhiben
directamente la funcién mitocondrial y, en Gltima instancia, disminuyen la viabilidad
neuronal69. aSyn se une a la membrana mitocondrial a través de su extremo N
lipdfilo, altera los poros de transiciéon de permeabilidad mitocondrial (MPTP) y
disminuye el potencial de la membrana mitocondrial y la viabilidad celular70. aSyn
también se une a TOM20 en la membrana mitocondrial y bloquea la importacion de
proteinas24. La acumulaciéon de WT y AS3T aSyn y la disminucion de la actividad del
complejo | mitocondrial se encuentran en neuronas dopaminérgicas fetales humanas
que sobreexpresan aSyn71. Ademas, el aSyn acumulado se encuentra en las
mitocondrias aisladas del SN y el cuerpo estriado de pacientes con EP, pero no en
otras regiones del cerebro o en muestras de cerebro de controles sanos71, y también
se detecta en el SN, el putamen, la amigdala y el hipocampo en secciones del cerebro
de

Pacientes con enfermedad de cuerpos de Lewy (LBD)72. Ademas, los oligémeros
pequefios de aSyn inducen la fragmentacién mitocondrial independiente de la
proteina de fision DRP1 en neuronas in vitro e in vivo73. La sobreexpresacion de
A53T aSyn humano produce dafio y pérdida mitocondrial extensos, lo que conduce a
déficits bioenergéticos y neurodegeneracion en el cultivo neuronal primario74. Mas
recientemente, se utilizaron neuronas derivadas de iPSC que albergaban mutaciones
AS53T de pacientes con EP para demostrar la oligomerizacién y la posterior agregacion
de aSyn desencadenada por lipidos mitocondriales (cardiolipina) y por ROS75
generado mitocondrialmente . Estos hallazgos indican que aSyn induce disfuncion
mitocondrial, lo que nos lleva a probar una estrategia para mejorar la mitofagia
mediante la eliminacion/inhibicion de USP30 como una posible estrategia
neuroprotectora en un modelo de EP de ratén basado en aSyn de degeneracion lenta.

Hemos probado ademas la vulnerabilidad de estos ratones a la toxicidad de
aSyn mediante el uso de un modelo de raton con sobreexpresion de AAV-A53T-SNCA
que recapitula caracteristicas clave de la EP, incluidos los déficits motores, la dopamina.
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agotamiento en el cuerpo estriado y sinucleinopatia, de forma cronica a las 28 semanas
posteriores a la inyeccion del vector. Usp30 KO previno con éxito el desarrollo de déficits
motores inducidos por aSyn en ratones machos y hembras con inyecciones de AAV-A53T-
SNCA. La proteccion de la funcion motora en ratones Usp30 KO fue consistente con una
pérdida atenuada de neuronas TH+ en el SNpc, la preservacion de la dopamina y sus
metabolitos en el cuerpo estriado, una disminucion significativa de la acumulacion de
fosfo-S129 aSyn y una mayor eliminacion de fosfo-S129 aSyn deteriorada. mitocondrias
en neuronas SNpc dopaminérgicas. Estos datos demuestran colectivamente que la
ausencia de USP30 en los ratones Usp30 KO conduce a una mayor mitofagia y una
potente proteccion contra la toxicidad de aSyn.

Con respecto a otros inhibidores de USP3042,76, se encontré que un compuesto
de N-cianopirrolidina, FT3967385, aumenta significativamente la ubiquitilacion de TOM20
y los niveles de mitofagia, lo que es comparable a los efectos de la pérdida genética del
gen Usp30 en células de neuroblastoma SHSY5Y, lo que respalda la nocién de que la
actividad catalitica de USP30 es importante para modular la mitofagia42. Si bien algunos
derivados sintéticos de fenilalanina racémica, MF-094 y MF-09577, y un inhibidor de
benzosulfonamida, CMPD-3978, también han sido identificados como inhibidores de
USP30 en ensayos bioquimicos77,78, no se ha observado actividad in vivo de ninguna
de estas moléculas. informo. Este estudio describe el inhibidor potente y selectivo de la
USP30, MTX115325, un inhibidor de la USP30 altamente selectivo con buenas
propiedades similares a las de un farmaco, penetracion in vivo en el SNC y un buen
perfil toxicolégico exploratorio. Como se esperaba, MTX115325 activa la mitofagia en
células SH-SYS5Y in vitro, en una magnitud similar a la observada por otros inhibidores de
USP3042. Hemos utilizado MTX115325 para probar el efecto de la inhibicion de la
actividad catalitica de USP30 para complementar los datos generados en ratones Usp30
KO. La inhibicién de la actividad catalitica de USP30 con MTX115325 conduce a una
proteccion solida de las neuronas TH+ en el SNpc y a la preservacion de la dopamina y
sus metabolitos en el cuerpo estriado, lo que coincide con los efectos protectores
resultantes de la KO de Usp30. Nuestros resultados resaltan que la inhibicién de la
actividad catalitica de USP30 es prometedora como una posible estrategia terapéutica
para la EP. En particular, el fenotipado exhaustivo de los ratones Usp30 KO (ver Datos
complementarios 1) no revel6 patologias manifiestas adversas en los ratones Usp30 KO
y, en contraste, hubo beneficios potenciales para la salud contra la acumulacién de grasa
en el higado relacionada con la edad, lo cual es consistente con otro estudio. Un estudio
muestra que el agotamiento de USP30 atenua la lipogénesis y protege contra la
tumorigénesis en el higado79.

A pesar de estos interesantes resultados, el estudio tiene algunas limitaciones y
direcciones futuras que nos gustaria investigar. No implementamos el sistema de
investigacion estereoldgico para el conteo neuronal TH+. El software QuPath puede
identificar todas las neuronas positivas en una regién cerebral designada y contar todas
las neuronas de manera eficiente e imparcial80-82 . Datos anteriores demuestran que la
estimacion estereoldgica de neuronas dopaminérgicas en el SNpc del cerebro de ratén
con el software ImageJ utilizando el método que empleamos es comparable con el
recuento estereolégico convencional con el método del fraccionador dptico83. En el
modelo genético, observamos que la expresion del mutante aSyn no afecté el nivel basal
de mitofagia independientemente de la pérdida de USP30; Esto también puede deberse
en parte a cambios que ocurren antes de nuestro punto de analisis seleccionado y que
no podemos explicar en un modelo crénico que abarca 28 semanas para el analisis de
mitofagia. En los estudios USP30i MTX115325, sélo se contaron las células TH+ con
nucleo. El aumento de la mitofagia demostrada en ratones Usp30 KO y con MTX115325
in vitro plantea la posibilidad de que la mitofagia pueda ser en parte responsable del
impacto de la inhibicién de USP30 en la reduccién de la patologia aSyn in vivo,
potencialmente a través de la degradacion preferencial de las mitocondrias con S129-
aSyn unido a la superficie. Sin embargo, no hemos establecido los mecanismos de este
efecto; por ejemplo, existe evidencia de que la calidad mitocondrial puede afectar las
propiedades de agregacion de aSyn a través de la concentracion de cardiolipina en la
membrana lipidica75 y el activador PINK1 en modelos de fibrillas preformadas (PFF) de
aSyn84. Ademas, la USP30 puede estar localizada en parte en los peroxisomas y puede
desempefiar un papel en la pexofagia58,78,85, aunque no se ha demostrado el papel de
la pexofagia en la EP.

establecido. USP30 afecta la homeostasis de las mitocondrias en el

linfocitos T citotoxicos (CTL) y es importante para mantener la capacidad de destruccion
de los CTL contra las células diana59. Finalmente, se desconocen las posibles
interacciones de Usp30 KO con otros genes relacionados con la EP y deberian explorarse
en el futuro.

En conclusion, utilizamos una estrategia para aumentar la mitofagia mediante la
eliminacién de Usp30, obteniendo resultados similares con un inhibidor farmacoldgico de
USP30. Estas estrategias para reducir la USP30 conducen a una mayor mitofagia y una
potente proteccion contra la toxicidad de aSyn. Este trabajo valida la inhibicion de USP30
como una estrategia prometedora para realizar mas pruebas de posibles efectos
modificadores de la enfermedad en la EP.

Métodos Disefio

del estudio El

objetivo principal de este estudio fue investigar los efectos de la desactivacién de Usp30

o la inhibicién farmacoldgica en un modelo de ratén con EP basado en aSyn. Estudios
anteriores han demostrado el papel de USP30 en la regulacion de la mitofagia en las
células39-41,58 y los efectos protectores de la eliminacion de Usp30 en un modelo de
drosophila deficiente en PARKIN39. El estudio actual demuestra el papel de USP30 en la
regulacion de la via de la mitofagia en el cerebro de raton. Ademas, muestra los efectos
protectores de la desactivacion de Usp30 contra la a-sinucleinopatia y la neurodegeneracion
dopaminérgica en un modelo de mamifero basado en aSyn. El vector AAV1/2-A53T

aSyn se utilizo para sobreexpresar aSyn mutante A53T humano para inducir
sinucleinopatia progresiva y neurodegeneraciéon dopaminérgica en el cerebro de ratén. El
tamario de la muestra del estudio y los criterios de valoracion de los experimentos se
basaron en estudios publicados previamente y en nuestros resultados preliminares. Los
compaiieros de camada de la misma edad fueron asignados aleatoriamente a grupos de
tratamiento o de control. En el estudio se incluyeron tanto mujeres como hombres, y el
andlisis estadistico se realiz6 siguiendo la politica de sexo como variable biolégica (SABV)
de 2015 de los NIH86-88. La dosis del farmaco se determiné como se describid

anteriormente71. Todos los analisis se realizaron a ciegas.

Animales

Informacion ética. Los estudios con ratones en el Wellcome Sanger Institute (WSI) se
realizaron de acuerdo con las regulaciones del Ministerio del Interior del Reino Unido y la
Ley de Animales (Procedimientos Cientificos) del Reino Unido de 2013 bajo licencias del
Ministerio del Interior del Reino Unido. La Junta de Revisién Etica y Bienestar Animal de WTSI
aprobd estas licencias. Los estudios con ratones en BIDMC fueron aprobados por el
Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales local (IACUC, nimero de protocolo
animal 018-2019). En los laboratorios Charles River Finland (numero de protocolo animal
C0610721), el trabajo con ratones se realiz6 de acuerdo con todas las directrices
nacionales, internacionales y/o institucionales aplicables para el cuidado y uso de
animales (legislacion nacional finlandesa): (1) Ley sobre la protecciéon de animales
utilizados con fines cientificos o educativos (497/2013) (2) Decreto gubernamental sobre
la proteccién de animales utilizados con fines cientificos o educativos (564/2013) (3)

Licencia para experimentos con animales aprobada por la Junta Nacional de
Experimentos con Animales: 18537-2018. Legislacion y directrices europeas e
internacionales: (1) Directiva 2010/63/UE (2) Recomendacién de la Comisién 2007/526/
CE (3) Guia para el cuidado y uso de animales de laboratorio (Guia), octava edicion
(Consejo Nacional de Investigacion 2011) .

Vivienda y ganaderia. En BIDMC, todos los ratones, incluidos los ratones homocigotos
(QC) mito-QC y los ratones homocigotos knockout mito-QC/Usp30 (QC/Usp30 KO) y los
compaiieros de camada de tipo salvaje (WT), se criaron y alojaron bajo una luz de 12 h/
12 h. ciclo oscuro. La temperatura ambiente fue de 21 + 2 °C y la humedad de 55 + 10%.
La mutacion knock-in de GFP-mCherry en la linea QC y la mutacién knock-in de Usp30
se confirmaron con el genotipado del tejido de la muesca de la oreja a los 21 dias de
edad. Un total de 183 ratones (n = 11-16 para 12 grupos de ratones de 12 semanas de
edad, 6 grupos de machos y 6 de hembras: WT-Null, WT-SNCA, QC-Null, QC-SNCA, QC/
KO-Null, QC /KO-SNCA) para inyeccién estereotaxica y 27 ratones macho (13 ratones
mito-QC y 14 ratones mito-QC/Usp30 KO, 20 semanas de edad) para andlisis de

mitofagia. Los ratones fueron sacrificados por inhalacién de diéxido de carbono.
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en el BIDMC. Los experimentos con el compuesto USP30i MTX115325 se realizaron bajo contrato
en los laboratorios Charles River Finland. En WSI, los ratones se mantuvieron en una unidad
especifica libre de patégenos en un ciclo de 12 h de luz y 12 h de oscuridad con las luces apagadas
a las 19:30 y sin periodo de crepUsculo. La temperatura ambiente fue de 21 + 2 °C y la humedad

de 55 + 10%. Los ratones se alojaron utilizando una densidad de poblacion de 3 a 5 ratones por
jaula en jaulas con ventilacion individual (Tecniplast, Sealsafe 1284 L), recibiendo 60 cambios de
aire por hora. Ademas del sustrato de cama Aspen, se proporcioné el enriquecimiento ambiental
estandar de dos Nestlets, un divertido tinel de cartdn y tres bloques de madera para masticar. Los
ratones recibieron agua y dieta ad libitum. Los animales fueron sacrificados mediante anestesia

profunda con pentobarbital (180 mg/kg, ip).

Generacion de ratones y fenotipado. Todos los ratones tienen el trasfondo genético C57BL/6 N. Los
ratones Usp30 KO se fenotiparon inicialmente como parte de los procesos estandarizados del
Proyecto de Genética del Ratén (MGP) en el Instituto Wellcome Sanger (WSI)89. El enfoque (ver
Fig. 1) fue generar un "alelo knockout primero". Esta estrategia se basé en identificar el exén 4 de
Usp30 comun a todas las variantes de transcripcion, aguas arriba del cual se insert6 un casete LacZ
para crear una "trampa genética" constitutiva conocida como alelo condicional tm1a. El alelo
constitutivo Usp30 KO (tm1b) se cre6 mediante una mutacién de cambio de marco tras la
eliminacién mediada por Cre de los sitios LoxP que flanquean el exdn 4 mediante el uso de proteina

CRE soluble en el cigoto del raton.

La pantalla de fenotipado de alto rendimiento consiste en pruebas estandarizadas realizadas
de acuerdo con procedimientos operativos estandar (POE) en todos los ratones que ingresan a la
pantalla. Se evalu6 una amplia gama de areas bioldgicas, incluido el metabolismo, los sistemas
cardiovascular, neurolégico y conductual, los sistemas 6seo, sensorial y hematolégico, asi como la
quimica del plasma. Los POE estan disponibles en IMPReSS (www.mousephenotype.org/impress )
tardizados en funcion de los factores que se prevé que los afectaran. Sin embargo, se tomaron
medidas para reducir posibles sesgos, comd?. Cuando fue posible, las variables se estandarizaron.
el impacto de diferentes personas que realizan la prueba (conocido como “operador minimizado”) y

la hora del dia de la prueba, segun lo definido por Mouse Experimental Design Ontology (MEDO)90.

Se realizé un cambio medio de medio en las células el dia 3 con CMM. El dia 5, las células
se cambiaron a la mitad del medio con medio Brainphys completo. Las células se trataron el dia 7
(para estudios de células de 2 semanas) o el dia 14 para tratamientos de 7 dias con MTX115325,
cuando se llevé a cabo un cambio de medio completo con medio Brainphys + DMSO o MTX115325
(0,01, 0,1 0 1 uM). A las células se les dieron cambios de medio medio con o sin compuestos

(dependiendo de si se habian iniciado tratamientos con compuestos) cada 2-3 dias.

Materiales Los

vectores AAV1/2-CMV/CBA-Human A53T aSyn-WPRE-BGH-polyA (GD1001-RV) y AAV1/2-CMV/
CBA-Empty-WPRE-BGH-polyA (GD1004-RV) se adquirieron de Vigene Biosciences , pAM/SAR-
CBA-Human aSyn(A53T)/HA-WPRE-BGH-polyA (para estudio de compuestos) se adquirié de
GeneDetect Ltd. Los siguientes anticuerpos se usaron para inmunotincién o inmunotransferencia;
anti-GFP (Aves Labs Inc, catalogo n.° GFP-1010, lote n.* GFP3717982, dilucién 1:500), anti-mCherry
(EMDmilli-pore, catalogo n.” AB356482, lote n.® 3249537, dilucién 1:500), anti-TH ( Estudios de KO:
EMDmillipore, n.° de catalogo AB152, n.° de lote 3870479, dilucién 1:1000; estudio de compuestos:
Abcam, n.° ab76442, n.° de lote GR3393939-2, dilucién 1:1000), anti-USP30 (Santa Cruz
Biotechnology, clon B -6, n.° de catalogo sc-515235, n.° de lote C2620, dilucién 1:1000, validacion
de Usp30 KO; reactivos y servicios de MRC PPU, n.* S746D, lote n.° 4, dilucién 1:600, ensayo de
unién de sonda de ubiquitina celular), anti-LAMP1 (Invitrogen, clon eBio1D4B, catalogo n.°
14-1071-82, lote n.° 2162716, dilucién 1:500), anticuerpo anti-alfa-sinucleina (fosfo S129) (Abcam,
clon 81 A, catalogo n.° ab184674, lote n.° GR3407805-1, dilucién 1:1000), anticuerpo anti-alfa-
sinucleina (fosfo S129) (Abcam, clon EP1536Y, n.° de catalogo ab51253, n.° de lote GR3437967-8,
dilucién 1:1000), anti-a-sinucleina (humana) anticuerpo monoclonal (15G7) (ENZO, clon 15G7,
numero de catalogo ALX-804-258, nimero de lote 12071802, dilucién 1:500), anti-OPA-1 (BD
Transduction Laboratories, clon 18, nimero de catalogo 612606, nimero de lote 8066752, Dilucién
1:1000), anti-beta-actina (Santa Cruz Biotechnology, clon 2A3, n.° de catalogo sc-517582, n.° de
lote A1118, dilucion 1:1000), anti-TOM20 (D8T4N) (Sefalizacion celular, clon D8T4N, n.° de
catalogo 424086, lote n.° 4, dilucién 1:1000), los anticuerpos secundarios Alexa Fluor (dilucién 1:500)
eran de Invitrogen, los anticuerpos secundarios conjugados con HRP (dilucién 1:1000) eran de
tecnologia de sefializacion celular, el anticuerpo secundario biotinilado (1:1000 dilucion) de Vector

Laboratories. Ub-Lys TAMRA para ensayos bioquimicos USP30 (Almac, sintesis personalizada),

Los datos capturados con la ontologia MEDO se pueden encontrar en http://www.mousephenotype.org/ HA-Ahx-Ahx-Ub(1-75)- Sonda VME para ensayo de unién de sonda de ubiquitina celular (Almac,

about-impc/arrive-guidelines . Los criterios de inclusién/exclusién de datos también se estandarizaron
definiendo razones preestablecidas para las fallas del control de calidad (p. ej., muestra insuficiente,
error del equipo). Para auditar los datos con errores de control de calidad, todos los datos
descartados se conservaron y se rastrearon en la base de datos. Se fenotiparon ratones de tipo
salvaje (control) a intervalos regulares segun su edad, sexo y cepa. Generamos al menos siete
ratones homocigotos por sexo para el fenotipado. El andlisis estadistico tuvo en cuenta todas las
variables y se realizé mediante un modelo lineal de efectos mixtos y se presenta en el archivo de

Datos complementarios 1.

Cultivo celular Las

células SH-SY5Y que expresan de manera estable el reportero mCherry-GFP-Fis1101-152 (SH-
SY5Y mito-QC) proporcionadas amablemente por el Dr. | Ganley (MRC PPU, Dundee) se cultivaron
en medio DMEM/F 12 suplementado con L-glutamina al 1%. , 1% penicilina/estreptomicina, 1%

aminoacidos no esenciales, 10% suero fetal bovino a 37 °C y 5% CO2.

Cultivo de neuronas dopaminérgicas. Las

lineas DopaNeuron derivadas de donantes se generaron a partir de material fuente proporcionado
por la Iniciativa de Marcadores de Progresion de Parkinson (PPMI) a través de la Fundaciéon Michael
J. Fox. Las DopaNeurons derivadas de células iPS humanas se adquirieron de Fuijifilm/Cellular
Dynamics.

Neuronas dopaminérgicas (dopaneuronas) derivadas de iPSC aparentemente sanas normales
(AHN) (n.° de catalogo R1088) o mutadas con alfa-sinucleina A53T (A53T) (n.° de catalogo R1109)

se descongelaron a partir de nitrégeno liquido. Se sembraron 400.000 dopaneuronas viables
(contadas usando un contador de células) (contadas usando un contador de células) por pocillo en

placas de 24 pocillos el dia 0 en medio de mantenimiento completo (CMM).

AUB-151), Human His6-USP30 (57-517) (Boston Biochem, n.° E-582), raton USP30(57-517) (Boston
Bio-chem, n.° E-582M), antimicina A (Sigma, n.* A8674), oligomicina A (Sigma, n.® 495455 ),
triclorfon (Sigma, #45698). La ruta sintética y los métodos analiticos de MTX115325 se detallan en
la solicitud de patente W0O2021/249909A1. Kit de extraccion genémica DNeasy de Qiagen, kit de
PCR Hot Start Polymerase adquirido de EMDmillipore (n.° de catdlogo TB341-KOD) y pares de
cebadores sintetizados de Sigma Aldrich. EI BLOXALL, el kit ABC, el kit DAB y el medio de montaje

antidecoloracion Vectashield se adquirieron de Vector Laboratories.

Par de cebadores para Usp30 de tipo salvaje: 5 -CTTGGGAAGGGATCTTGTGC-3 ,5 -
GTCCTCGGTGACTTCTTGGC-3

CTTGGGAAGGGATCTTGTGC-3 ,5

; Par de cebadores para Usp30 mutante: 5 -

-TCGTGGTATCGTTATGCGCC-3 ;
Par de cebadores para la construcciéon GFP-mCherry-FIS1: 5 - CAAA-

GACCCCAACGAGAAGC -3 ,5 - CCCAAGGCACACAAAAAACC -3 ,y control de tipo salvaje:

5 —CTCTTCCCTCGTGATCTGCAACTCC-3 ,5 -CATGTCTTTAATCTACCTCGATGG -3

Vectores adenoasociados (AAV) 1/2 inyeccion estereotaxica Para estudios knockout, se
anestesiaron animales de 12 semanas de edad con ketamina/xilazina y se colocaron en un marco
estereotaxico (myNeur-olab, Leica Microsystems) con un adaptador para ratén. Se administraron 2
ul de vector AAV suspendido ( 1 x 1010 copias del genoma viral) a una velocidad de 50 nl/segundo
a través de una micropipeta de vidrio extraida (World Pre-cision Instruments) en el SNpc derecho

con coordenadas estereotaxicas.
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(AP: =3,0 mm, ML: =1,3 mm, DV: +4,7 mm). Después de un periodo de 5 minutos en
el que la pipeta permanece en su lugar después de la dispensacién del virus, la pipeta
se retrae lentamente.

Para el estudio de inhibidores farmacoloégicos, se anestesiaron ratones macho
de aproximadamente 10 semanas de edad y se colocaron en un marco estereotactico
en un sistema de manta homeotérmica con una temperatura central mantenida a 37,0
°C. Una aguja de inyeccién roma (30 G) conectada a una microjeringa Hamilton de 25
uL montada en una unidad de infusion guiada digitalmente (Digital Lab Standard™,
Harvard Apparatus) y una bomba (Pump 11, Elite Nanomite, Harvard Apparatus) se
bajo al nivel de SNc. Se infundieron unilateralmente 2 uyL de AAV-A53T (5 x 1012
genomas virales/mL) en el SNc derecho a una velocidad de 0,2 pL/min utilizando una
microbomba de infusién en las siguientes coordenadas (AP/ML en relacién con el
bregma) AP - 3,0 mm (posterior desde bregma), ML 1,3 mm, DV -4,2 mm (desde la
superficie del cerebro). Después de un periodo de 5 minutos en el que la pipeta
permanece en su lugar después de la dispensacion del virus, la pipeta se retrae
lentamente durante 1 minuto. Para el estudio de inhibidores farmacolégicos, no se
inyectd el virus de control en el hemisferio contralateral.

Dosificacion de MTX115325 y muestreo de sangre en vida para mediciones
de nivel de compuestos

MTX115325 se dosificé dos veces al dia a intervalos de 12 h durante diez semanas
después de la administracion de AAV (la primera dosis se administré aproximadamente
6 a 8 h después de la inyeccion viral) mediante sonda oral en HPMC al 0,5 % p/v con
Tween-80 al 0,1 % v/v, 10 ml/kg. Se tomaron muestras de sangre en vida a las 0,5, 1,
2, 4, 6 h, cronometradas en relacion con la primera dosis diaria, de n = 3 animales por
punto de tiempo para brindar un perfil compuesto de los animales de cada grupo. Las
muestras de sangre en vida se recogieron de la vena safena (20 pL), se transfirieron
inmediatamente a un tubo Eppendorf y se mezclaron con un volumen igual (20 L) de
inhibidor de serina esterasa enfriado con hielo, triclorféon (100 uM). congelado,
almacenado a -80 ° C y niveles de compuestos analizados por LC-MS.

Evaluacién del comportamiento

La prueba del cilindro evalué el uso esponténeo de las extremidades anteriores 28
semanas después de la inyeccion de AAV1/2. Los ratones se colocaron en un cilindro
transparente de plexiglas de 12 cm de diametro y 30 cm de altura y se grabaron en
video durante 10 minutos o 30 veces de crianza, lo que ocurra primero. Los videos
fueron calificados post-hoc por un observador cegado al genotipo y la condicién del
tratamiento. En cada cria de los ratones se analiz6 el nimero de toques de la superficie
interna del cilindro con la extremidad derecha (ipsilateral), la izquierda (contralateral)
o0 ambas al mismo tiempo. Los datos finales se presentaron como porcentaje de la
extremidad anterior contralateral (izquierda) utilizada mediante calculo con la
ecuacion: (extremidad anterior contralateral + ambas extremidades anteriores)/
(extremidad anterior contralateral + extremidad anterior ipsilateral + ambas
extremidades anteriores x 2) x 100. el porcentaje calculado refleja el uso asimétrico
de la extremidad anterior afectada de la siguiente manera: 50 % = uso simétrico de
ambas extremidades anteriores; <50% = preferencia de la extremidad anterior intacta
(ipsilateral); >50% = preferencia de la extremidad anterior afectada (contralateral).

Inmunohistoquimica y tincién de inmunofluorescencia Para los estudios

histoldgicos, el cerebro se extrajo después de una perfusion transcardial con solucion
salina tamponada con fosfato (PBS) seguida de paraformaldehido al 4% en PBS (pH
7,0). Luego, los cerebros se fijaron durante la noche en paraformaldehido al 4% en
PBS antes de sumergirlos en sacarosa al 30% en PBS para criopreservar los cerebros
en preparacion para el corte en criostato. La inmunotincién se realizé en secciones
coronales flotantes de 40 ym de espesor. Para la tincion con DAB, las secciones de
cerebro se trataron previamente con BLOXALL (Vector Laboratories) durante 10
minutos para agotar las peroxidasas endégenas. Luego, las secciones de cerebro se
incubaron con anticuerpo primario a 4 ° C durante la noche. Las secciones se
procesaron con incubacion de anticuerpos secundarios con o sin un kit ABC (Vector
Laboratories) y 3'-diaminobencidina como cromégeno (DAB, Vector Laboratories) al
dia siguiente. Las secciones fueron montadas en

Portaobjetos de microscopio Superfrost Plus (Fisher Scientific) y cubiertos con medio
de montaje antidecoloracién Vectashield (Vector Laboratories) para imagenes de
fluorescencia o deshidratados y cubiertos con medio Per-maslip (Alban Scientific)
para el recuento neuronal.

Puntos de mitofagia y andlisis de colocalizacién Para los

estudios de eliminacién, se capturaron imagenes de fluorescencia con un microscopio
confocal Leica STELLARIS 5 equipado con un objetivo de 63X. Los puntos de
mitofagia se identificaron como sefial de fluorescencia exclusiva de mCherry (puntos
de mitofagia) en la Fig. 1y la sefial de fluorescencia de OPA-1 y LAMP1 colocalizada
en Suppl. Figura 3c. Para el andlisis de los puntos de mitofagia, las imagenes se
procesaron mediante la funcién de andlisis de particulas de ImageJ (NIH). Para el
andlisis de colocalizacion, las imagenes se procesaron con el complemento JACoP
(Just Another Colocalization Plugin) de ImageJ (NIH).

Para los estudios de inhibidores, se aplicaron imagenes en vivo al analisis de los
puntos de mitofagia en células mito-QC SH-SY5Y. Se sembraron células SH-SY5Y
mito-QC durante la noche a razén de 7000 células/pocillo en microplacas PhenoPlate
de 96 pocillos de paredes negras en DMEM/F-12 (sin rojo fenol) suplementadas como
anteriormente. Se incubaron células SH-SY5Y mito-QC con tincién viva NucBlue™
durante 20 minutos y luego se lavaron. Las células se trataron previamente con DMSO
0 MTX115325 0,037 uM — 1 uM durante 20 minutos antes del tratamiento con
antimicina/oligomicina 0/0 uM, 0,1/0,1 uM o 1/1 uM (concentracion final de DMSO
0,11%). Se tomaron imagenes de las células en vivo utilizando el Operetta CLS tipo
HH1600 (modo dptico configurado en confocal, objetivo de agua 40x) en los puntos
temporales 0 h, 4 h, 20 h, 24 h, 48 h y 72 h. Las imagenes se adquirieron utilizando la
siguiente configuraciéon de canal: mCherry; excitacion 530/60 nm, emisién 570/650 nm,
GFP; excitacion 460/90 nm, emisiéon 500/650 nm, Hoechst; excitacién 355/85 nm,
emision 430/500 nm. Para todas las condiciones probadas, la cuantificacién de la
mitofagia se realiz6 a partir de tres experimentos independientes (con tres réplicas
técnicas que capturan 11 campos de vision, 6 pilas z).

Cuantificacion de imagenes: para el andlisis de la mitofagia, las imagenes se
procesaron con el software de andlisis Harmony utilizando la secuencia “SH-SY5Y-
mito-QC_analysis 2”. Para la identificacion de mitolisosomas se realizaron los
siguientes pasos de analisis: (1) Identificacion de los nicleos celulares mediante
tinciéon de Hoechst, (2) Identificacion del citoplasma celular mediante una imagen de
contraste de fase profunda (DPC), (3) Identificacién de la red mitocondrial, mediante
la funcion Ser-Bright en el canal mCherry dentro del citoplasma, (4) particion de la red
mitocondrial usando la funcién FindSpots, (5) identificaciéon de puntos mitofagicos con
la red mitocondrial dividida, usando un umbral de relacion mCherry:GFP de media >+3
estandar desviaciones de las células tratadas solo con DMSO durante 24 h.

Analisis de transferencia Western para estudios knockout.

Las muestras de tejido cerebral se homogeneizaron en tampén de lisis por
radioinmunoprecipitacion (RIPA) helado (Tris-HCI 50 mM, pH 7,4, NaCl 150 mM, SDS
al 0,1%, NP-40 al 1%, EDTA 2 mM)., DTT 1 mM, PMSF 1 mM, Na3VO4 200 pM, NaF
50 mM) e inhibidores de proteasa (Roche) en hielo durante 20 min con sonicacion
breve y se centrifugaron a 15.600 x g durante 15 min. Los sobrenadantes se recogieron
para andlisis de inmunotransferencia. La concentracién de proteinas de las muestras
se determiné con un kit de ensayo de proteinas BCA (Thermo Fisher Scientific). Las
muestras desnaturalizadas se calentaron a 70 °C en tampdn de muestra NuUPAGE
LDS (Invitrogen) y se cargaron en geles NUPAGE Bis-Tris (Invitrogen) para la
separacion de proteinas. Después de la electroforesis, las proteinas se transfirieron
del gel a una Iamina de nitrocelulosa mediante electroforesis. La lamina se lavé con
agua desionizada y se incub6 durante la noche a 4 °C con un anticuerpo primario
(consulte las fuentes de anticuerpos en el segundo parrafo de la seccion Materiales y
métodos). Luego, la hoja se incubéd en presencia de anticuerpos secundarios
conjugados con HRP al dia siguiente y las inmunotransferencias se visualizaron
utilizando un kit de quimioluminiscencia mejorado (Thermo Fisher Scientific). Todas
las transferencias representativas utilizadas en las figuras se presentan en el archivo
de datos de origen.
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Conteo neuronal y densitometria Para el conteo
neuronal en el estudio knockout, se seccioné el mesencéfalo de cada ratén utilizando
una maquina criostatica Leica en seis series de secciones coronales de 40 ym y una
serie se tifio con anticuerpos anti-TH para dopaminérgicos (TH+). conteo neuronal,
respectivamente. Luego, las secciones cerebrales en serie se escanearon con el
escaner de diapositivas digital NanoZoomer XR (Hamamatsu) para el recuento
neuronal con el software QuPath v0.2.0 (//qupath.github.io) como se describid
anteriormente49.

Para la densitometria estriatal en el estudio knockout, se tomaron imagenes
de secciones tefiidas con TH utilizando un microscopio éptico equipado con una
camara (SPOT). Las imagenes se capturaron utilizando un objetivo de 10 x y ajustes
de exposicion fijos. Se realizé una densitometria para cuantificar la intensidad de la
inmunotincién con TH en el cuerpo estriado ipsilateral a la inyeccion estereotaxica y
en el cuerpo estriado contralateral. La intensidad promedio de la tincién con TH en
una region fija del cuerpo estriado se cuantific con el software ImagedJ (NIH). La
densidad éptica relativa de las fibras TH+ se normalizé restando la intensidad de
fondo de la corteza, y se calcul6 y utilizé para el analisis estadistico el porcentaje de
densidad relativa ipsilateral sobre contralateral.

Para el estudio compuesto, las muestras del mesencéfalo fijadas, crioprotegidas
y congeladas se seccionaron como secciones coronales a intervalos de 100 um a
través de SNpc y el area tegmental ventral (VTA) y se montaron en portaobjetos de
vidrio. La seccion se inici6 a -2,6 mm desde bregma y continué hasta =3,7 mm
desde bregma en el eje AP (coordenadas basadas en Franklin & Paxinos: The Mouse
Brain in Stereotaxic Coordinates).
Para la inmunotincion, las secciones se tifieron con anti-TH después de la
permeabilizacién. Las secciones tefiidas se escanearon con el escaner de
portaobjetos Olympus VS120 y un analista de datos ciego las analizé con un sistema
integrador VIS-Visiopharm (Visiopharm, Dinamarca). Todas las células de interés
con nucleos visibles se etiquetaron manualmente y se contaron utilizando un APP
(paquete de protocolo de andlisis), escalado por espesor de seccion e intervalo de
seccion para estimar la poblacién celular total en el SNpc. Para la inmunotincion de
la fosforilacion de Ser129 aSyn, se utilizé la amplificacion de TSA con el anticuerpo
primario ab51253 (Abcam). Se utilizé un analisis ciego y se determinaron las células
positivas por area. Para IHC IF dual de Iba1 (WAKO) y GFAP (ab4674 - Abcam), un
analista de datos ciego escaned y analizé las secciones tefiidas. El analisis determina
el porcentaje de area de tincién positiva [% de area = (area tefiida/area de region) *
(100)]. Para calcular el porcentaje del area tefiida, se aplicé el mismo valor umbral a
todas las secciones con la misma tincion de anticuerpos. Todos los pixeles por
encima del valor umbral se consideraron positivos.

Todos los datos de densitometria estriatal y recuento neuronal para los estudios de

KO e inhibidores fueron obtenidos por un investigador ciego al genotipo y al
tratamiento.

Medicion de dopamina y metabolitos de dopamina Para los estudios

knockout, los ratones fueron sacrificados 28 semanas después de la inyeccion. Los
cerebros se extrajeron rapidamente, se colocaron en una matriz cerebral fria y se
cortaron en secciones coronales de 1 mm de espesor en hielo. Luego, las secciones se
colocaron en solucion salina helada. El cuerpo estriado se disecciond a partir de estas
secciones de 1 mm, se congeld rapidamente y se utilizo para el andlisis por HPLC de
dopamina y sus metabolitos en el Nucleo de Neuroquimica de la Facultad de Medicina
de la Universidad de Vanderbilt. Los niveles de dopamina y sus metabolitos se
normalizaron a ng/mg de proteina y se analizaron estadisticamente con el software
GraphPad Prism. Para el estudio de dosificacion del compuesto, los ratones se
sacrificaron diez semanas después de la inyeccion. Se homogeneizaron muestras de
tejido congeladas rapidamente, los analitos se separaron mediante HPLC en una
columna de fase reversa Kinetex EVO C-18 y los niveles de analitos se calcularon
utilizando estandares externos y se expresaron como ng/g de tejido himedo.

Ensayos de polarizacién de fluorescencia bioquimica de USP30 La

enzima USP30 se diluyé en tampdn de reaccién (Tris HCI 40 mM, pH 7,5, Tween 20 al
0,005 %, BSA 0,5 mg/ml, BME 5 mM) para lograr una concentracion final de 8 nM para
USP30 humano y 10 nM para USP30 de ratén, se afiadié el compuesto y se incubd

durante 30 min a temperatura ambiente y luego

reacciones iniciadas por la adiciéon de Ub-Lys-TAMRA (conc. final de 50 nM).
La fluorescencia se midié inmediatamente después de la adicion del sustrato y

después de una incubacién de 2 h en Pherastar Plus o FSX con A
Excitaciéon 540 nm y A Emisién 590 nm.

Ensayo de unién de la sonda de ubiquitina USP30 en

células Las células Hela que sobreexpresan establemente YFP-Parkin se trataron con
concentraciones apropiadas del compuesto de prueba o control de vehiculo (DMSO)
durante 1 hora a 37 °C. Los lisados de células enteras se prepararon raspando las
células en PBS frio, centrifugando y lisando en tampén de lisis (Tris-base 50 mM, pH
7,5, cloruro de sodio 50 mM, NP-40 al 1%/Igepal CA-630, MgCI2 2 mM, Se incub6 un
lisado celular aclarado con glicerol al 10 %, B-mercaptoetanol 5 mM, minitabletas
completas sin EDTA, tabletas PhosStop) con una concentracion final de sonda HA-Ahx-
Ahx-Ub-VME 2,5 yM durante 15 minutos a temperatura ambiente. La reaccion se detuvo
afiadiendo 5x SDS de tampdn de carga de muestra y hirviendo durante 5 minutos a 95
°C. Las proteinas se separaron en NUPAGE 4-12% Bis-Tris Gel transferido a
nitrocelulosa y se detecté USP30 usando un anticuerpo de oveja anti-USP30 y un
secundario anti-oveja de conejo y se visualizé usando reactivo ECL en un generador de
imagenes GE LAS4000. La participacion del objetivo se midié mediante la cuantificacion
de las bandas correspondientes a USP30 y USP30 unidas a la sonda Ub-VME y la
expresion de esta proporcion en comparacion con el control tratado con vehiculo.

Ensayo de ubiquitinacion de células TOM20

Se trataron células Hela que sobreexpresaban YFP-Parkin con antimicina A 1 uM y
oligomicina A (AA/OA) 1 uM y compuesto de prueba o DMSO durante 90 minutos.
Después del tratamiento, se elimin6 el medio y las células se lavaron en DPBS y luego
se lisaron en tampon de lisis NP40 en hielo. Las proteinas se separaron en un gel
NUPAGE 4-12% Bis-Tris, se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa y se detectd
TOM20 utilizando un anticuerpo anti-TOM20 y un anticuerpo anti-conejo de cabra
secundario y se visualizaron utilizando reactivo ECL en un generador de imagenes GE
LAS4000. Las bandas correspondientes a todas las formas de TOM20 ubiquitilado se
cuantificaron y normalizaron con las mismas bandas para las células tratadas con AA/
OA. Se midi6 el punto donde la sefial es 1,5x el control AA/OA (EC1,5x) y la EC50.

Farmacocinética en ratones y analisis de CETSA cerebral en ratones.

El aclaramiento en ratones se calcul a partir de perfiles de compuestos sanguineos
después de la administracion intravenosa de 2 mg/kg de MTX115325 y un muestreo
secuencial de sangre de la vena de la cola, y la biodisponibilidad oral en ratones se
calcul6 a partir de perfiles de compuestos después de una dosificacion oral mediante
sonda forzada de 10 mg/kg. kg MTX115325 y muestreo secuencial de sangre de la

vena de la cola. Las estimaciones de Kpu,u en ratdn se calcularon a partir de perfiles

de compuestos de sangre y corteza prefrontal después de una dosis oral de 10 o 30 mg/
kg mediante sonda forzada, con muestreo secuencial de sangre de la vena yugular y
muestreo secuencial de liquido intersticial cerebral mediante una sonda de microdialisis
en la region prefrontal. corteza. Los niveles de farmaco medidos a partir del PFC se
consideraron libres, mientras que los niveles de compuestos sanguineos se multiplicaron
por la fraccion libre de sangre de MTX115325 para calcular los niveles de farmaco no unido.

Se trataron ratones macho C57BL/6 J de 6 a 8 semanas de edad por via oral
con vehiculo (Tween-80 al 0,1 %/HPMC al 0,5 %) o 10 mg/kg por via oral de
MTX115325 en un volumen de 10 mi/kg. Los animales se sacrificaron mediante
sobredosis de isoflurano seguida de dislocacion cervical 15 min, 30 min, 1 h, 2 h, 4
h, 8 h 0 24 h después de la dosificacién seguida de perfusién transcardial con PBS
helado/EDTA al 10%. Se recogieron sangre entera y corteza y se congelaron en
hielo seco. Las muestras se almacenaron a -80hasta su procesamiento.

La participacién del objetivo se midié mediante el ensayo de termodesplazamiento
celular con tecnologia de ensayo CETSA® (bajo licencia de Pelago Biosciences,
Suecia). Las muestras de corteza cerebral se sometieron a choque térmico
calentando a 46 °C durante 8 minutos en PBS libre de Mg+ y Ca2+ con PIC, Phospho-
stop y PMSF 1 mM. Inmediatamente después del choque térmico, las muestras se
congelaron instantaneamente en nitrégeno liquido. Las muestras se descongelaron
en hielo y se homogeneizaron durante 2 x 45 s en un homogeneizador de tejidos

Retsch MM 400. Se afiadié 0,4% de NP40 (concentracion final) a los lisados antes de someterlo:
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tres ciclos de congelacion y descongelacion. Se retiraron alicuotas de muestras para
determinar la concentracion de proteina BCA antes de centrifugar las muestras a
17.000 x g durante 20 minutos y almacenar el sobrenadante a -80 C hasta fa
transferencia Western. Las membranas se lavaron con TBS-T y luego se bloquearon
con TBS-T de leche al 10 % durante 30 minutos antes de la adicién del anticuerpo
USP30 (anti-USP30 policlonal de oveja (Universidad de Dundee) 1:500 en C en un
TBS-T con 5% de leche) e incubacién alas 4  “agitador durante 2 noches.

del ultimo dia, el anticuerpo USP30 se incubd a temperatura ambiente en la
transferencia durante 1 h antes del lavado. El reactivo de detecciéon ECL se utilizé
durante 5 minutos antes de revelarlo en un generador de imagenes LAS Al600.
Cuando las muestras se procesaron en varios geles, se utilizaron muestras de
evaluacion comparativa con la misma muestra procesada en cada gel. La
estabilizacién de USP30 se determiné mediante cuantificacion de transferencia
Western, normalizada con la muestra de referencia y luego con HSC70 como control
de carga. Los datos se presentan como promedios para cada grupo. Se calcularon
el USP30 absoluto y el cambio con respecto al promedio del vehiculo. La participacion
en el objetivo USP30 se informé como un rango porcentual, donde el promedio del
grupo dosificado con vehiculo fue igual al 0 % y el grupo con el cambio maximo
promedio de participacion en el objetivo por encima del vehiculo fue igual al 100 %.
Rango de porcentaje calculado: (x-min)/(max-min)*100.

Analisis estadistico El

analisis estadistico se realizé en Prism 9 (GraphPad) y R.

Las diferencias significativas entre los dos grupos se realizaron con una prueba t de
Student de varianza igual no apareada y de dos colas a menos que.

Se utilizaron pruebas no paramétricas U de Mann-Whitney cuando no se cumplieron
los supuestos de la prueba t. P <0,05 se consider6 una diferencia estadisticamente
significativa. *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001 y ****P < 0,0001. El valor de n por
grupo se indica dentro de la leyenda de cada figura. Los datos fenotipicos del canal
de andlisis estadistico presentados en los Datos complementarios 1y la Figura 1
complementaria, asi como los datos de la Figura 4 complementaria, se realizaron en
R.

Resumen del informe Hay
mas informacion sobre el disefio de la investigacion disponible en el Resumen del
informe de Nature Portfolio vinculado a este articulo.

Disponibilidad de datos Todos
los datos se encuentran en el texto principal o en los materiales complementarios. Los datos de
origen se proporcionan como un archivo de datos de origen con este documento. Los datos

originales se proporcionan con este documento.
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