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Aggregates
formation of
Notch3 (NECD)

Depdsito patoldgico del dominio
extracelular de Notch3 en las
paredes vasculares se asocia con
déficits en la via autofagica.
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Esta acumulacion podria interferir
en la degradacion lisosomal de
componentes celulares
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HIPOTESIS G

‘Dado que se ha observado una elevacion de mTOR en las células de musculo liso vascular de pacientes con fin%tftif”
CADASIL, junto con una alteracién de la autofagia, se plantea que el uso de inhibidores de mTOR, como
Everolimus, podria ser un tratamiento eficaz para CADASIL. Esto se sustentaria si Everolimus logra disminuir la |BIS
agregacion de Notch3 en un modelo celular de CADASIL vy si las proteinas modificadas por el farmaco en este
modelo se asocian con la gravedad de la enfermedad en pacientes. @S
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OBJETIVO ‘ Evaluar el potencial de Everolimus como tratamiento en pacientes con CADASIL. @

GENERAL
Evaluar si Everolimus (reposicion )
farmacoldgica) en células hiPSCs p N
(human induced pluripotent stem Seleccionar proteinas
C(;e,'\/f)),\ds?[“(adas dtetp?g'eTf,s con significativas del primer estudio
en un total de 4 lineas < i :
" protedomico (a realizar por el
celulares), puede ser (til para :
' » o e s % grupo de Santiago) en el modelo
explorar si la correccion de 'ObjetIVO 1 ObJEtIVO 2 celular para luego compararlo con
on | evertipoteamco esitant el
. ; i e dPy) screening de esas proteinas
OBJETIVOS . podria tener un impacto positivo & e diferenciales en muestras de
i en la patologia. . ; :
ESPECIFICOS _ patolog ) \ | pacientes (a realizar por el grupo
OBJETIVO ; de Barcelona con muestras
S : E. propias y aportadas por grupos
- : colaboradores de Sevilla 'y
P.Vasco).
(" Establecer un perfil protedmico ) 808 Q °
del modelo celular antes y edl N
después de la aplicacion de VA
Everolimus (4 dosis y diferentes S o
tiempos de aplicacion para ® Objetlvo 3
monitorizar autofagia y

\__acumulacion de Notch3). )




METODOS

WP1. Evaluacion de tratamiento con everolimus in vitroy
estudio proteomico de modelo celular tratado

3 dosis: TmM, 10mM
y 100mM Q a
oy
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Evaluacion de efecto
de everolimus en
agregacion de Notch3

Evaluacion de viabilidad
celular y autofagia

Tratamiento con everolimus en
hiPSCs de CADASIL y controles

L—' \\:J A
Perfil protedmico de células tratadas
con everolimus y control por LC-MS/MS

WP2. Estudio proteémico en pacientes de
CADASIL

Plasma proteomics
2,525 proteins
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Anaglisis de proteinas
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Grupo Donosti

Osskidetza
L]

Grupr:\cm;%;r’lna @ é\;‘}
% -

0—\ ::.:'. .
IBiS O

Grupo Sevilla

Proteinas modificadas por
PN everolimus en iPSCs

Proteinas asociadas a
CADASIL en pacientes

WP3. Exploracion: Proteinas y vias compartidas entre el efecto de everolimus en
hiPSCs-CADASIL y el proteoma de pacientes

Andlisis de vias sobre
representadas (ORA)
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RESULTADOS WP1

Morfologia hiPSCs tras la aplicacion del farmaco
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RESULTADOS WP1
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NOTCHS3 fluorescence intensity per nucleus (a.u.)

RESULTADOS WP1
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RESULTADOS WP1
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RESULTADOS WP1
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RESULTADOS WP2

Volcano plot: CADASIL vs Control
Proteins: 2525 | Samples used: 88 | Upregulated: 19 | Downregulated: 386 | FDR<0.05: 791

Franco Appiani
Significance @ Downregulated NS @ Upregulated IR Sant Pau

Differential abundance analysis
. e 791 proteins (31.3%) con abundancia
. significativamente diferente en CADASIL (FDR <
— 0.05).
 Tendencia general de proteinas con menores
niveles en CADASIL(median 6=-0.99).
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RESULTADOS WP2

All significant pathways across databases
Criteria: padj = 0.05 and |[NES| > 1.5
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RESULTADOS WP2
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RESULTADOS WP3:

Proteinas candidatas:

Compartidas con direccién contraria entre el
efecto de everolimus en hiPSCs — CADASIL21
y la direccidon de su asociacion a CADASIL

Dianas indirectas candidatas de everolimus en
CADASIL

Top 20 proteinas compartidas: everolimus en CADASIL21 y proteoma pacientes
Direcciones opuestas sugieren potencial target relevante
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RESULTADOS WP3:

Proteinas candidatas:

Compartidas con direccién contraria entre el
efecto de everolimus en hiPSCs — CADASIL28
y la direccidon de su asociacion a CADASIL

Dianas candidatas de everolimus en CADASIL

Top 20 proteinas compartidas: everolimus en CADASIL28 y proteoma pacientes
Direcciones opuestas sugieren potencial target relevante

Everolimus (masas) en iPSC CAD28 Pacientes CADASIL (olink)
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I FDR < 0.05

I FOR < 0.05

Analisis de vias sobre-representadas (ORA) de proteinas diana candidatas

FDR = 0.05

Viral protein interaction with cytokine and cytokine receptor
Rheumatoid arthritis I
Cytokine-cytokine receptor interaction I
IL-17 signaling pathway I
cytokine receptor binding
signaling receptor activator activity _
leukocyte proliferation
cytokine-mediated signaling pathway
|

regulation of lymphocyte activation

Enrichment ratio

FDR > 0.05

cysteine-type endopeptidase regulator activity involved in apoptotic process

ceresoxnomeosess |

oxidoreductase activity, acting on peroxide as acceptor

antioxidant activity

protein folding
stress-activated protein kinase signaling cascade

cellular response to biotic stimulus
i

response to molecule of bacterial origin

reactive oxygen species metabolic process
response to peptide hormone
i

30

I T T T T T T T T T T

0
Enrichment ratio

22

Vias enriquecidas en diana
candidatas que son up-
reguladas por everolimus

Vias enriquecidas en diana
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reguladas por everolimus



Analisis de vias sobre-representadas (ORA) de proteinas diana candidatas

I FDR < 0.05 FDR > 0.05

Regulation of localization of FOXO transcription factors
AKT phosphorylates targets in the nucleus
Neurotrophin signaling pathway _
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Conclusiones

No se encontro evidencia que el everolimus disminuya significativamente los agregados
de NOTCHS.

Se observo una elevada variabilidad en los patrones de marcaje de NOTCH3 entre
distintos lotes de anticuerpo.

El estudio piloto de proteémica demuestra que los pacientes con CADASIL presentan un
perfil proteémico plasmatico diferencial respecto a los controles.

El perfil de CADASIL se caracteriza principalmente por la disminucion de proteinas del
citoesqueleto y rutas de autofagia, junto con un incremento en vias de sefializacion
inmune e inflamatoria.

Hemos identificado proteinas candidatas como dianas de everolimus en CADASIL,
relacionadas a vias inflamatorias, senalizacion de citoquinas y respuesta al estrés oxidativo.
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Next steps

)WP1:

Evaluacion de NOTCH3 y marcadores
autofagicos mediante WB.

Valorar emplear el mismo batch de
anticuerpo en todos los analisis para
asegurar la  reproducibilidad vy
consistencia de los resultados.

Replicarlo en VSMCs

Realizar una comparacion de los
resultados con una cohorte de 200
pacientes y 100 controles (cohorte de
replicacion) procedente de un estudio
paralelo a CADASIMUS, con el fin de
completar este analisis y consolidar los
resultados de cara a su publicacion.

Publicacion

Redaccion y publicaciéon
de un articulo original.
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