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1. Resum

Els gliomes difusos d’alt grau de tipus pediatric (pHGG), i especialment la seva
subclasse més freqlient, coneguda com a gliomes difusos de linia mitjana alterats en
H3 K27 (DMG; que presenten alteracions causants de cancer a la histona 3), sén
cancers cerebrals pediatrics amb molt mal pronostic. Dins de la subclasse DMG, els
tumors localitzats a la protuberancia, coneguts com a gliomes pontics intrinsecs difusos
(DIPG), soén els més freqients i els més agressius. Els DMG no tenen tractament
curatiu perque s’infiltren de manera difusa en estructures cerebrals de la linia mitjana
com el tronc cerebral i el talem, cosa que impedeix la cirurgia. L'analisi molecular de
més de 1.000 mostres de pacients amb pHGG va identificar alteracions freqlients en
els gens PDGFRa i PIK3CA. Aquests gens pertanyen a |'eix RTK-PI3K-MAPK, també
conegut com a via PI3K/Akt, que esta relacionada amb l'inici i la progressié del cancer.
En general, més del 60% dels pHGG presenten alteracions en aquest eix. En aquest
estudi, vam provar inhibidors de molécules petites de la via PI3K/Akt com a estratégies
terapeutiques per al DMG. Hem estudiat les molécules GDC-0077 (inavolisib), un
inhibidor de la isoforma PI3K-a de classe I (p110a), i GDC-0068 (ipatasertib), un
inhibidor pan-Akt competitiu selectiu d’ATP, i actualment s’estan avaluant en assajos

clinics per a diversos tipus de cancers que apareixen en pacients adults.

En primer lloc, vam analitzar el nostre conjunt de mostres, compost per 10 models de
cancer preclinic derivats de pacients (tots de linies cel-lulars DIPG). Vam observar que
un d’ells, conegut com a HSID-DIPG-007 (abreujat com a DIPG-007), portava la
mutacié PIK3CA H1047R. Ambdds farmacs, ipatasertib i inavolisib, van inhibir la
proliferacié de totes les linies cel-lulars DIPG in vitro, independentment que portessin
mutacions a |'eix RTK-PI3K-MAPK. No obstant aixo, DIPG-007 va ser la linia cel-lular
més sensible a |'activitat dels farmacs, amb una sensibilitat a inavolisib en el rang de
concentracid nanomolar baix i a ipatasertib en el rang micromolar baix. Aquests
resultats van suggerir una activitat potencial d’aquest farmac en models animals o en

pacients amb tumors que porten aquesta mutacio.

Hem mesurat si els nous farmacs inhibien la via PI3K/Akt. Inavolisib va inhibir la
senyalitzacio cel-lular mitjancant fosfo-Akt Ser473 (pAkt) i els seus efectors posteriors
fosfo-PRAS40 (PPRAS40) i fosfo-S6 quinasa (pS6). Ipatasertib va augmentar la

fosforilacido d’Akt, de manera coherent amb el seu mecanisme d’accié. Vam observar



que la caspasa-3/7 i la proteina poli (ADP-ribosa) polimerasa (PARP) es van escindir
després dels dos tractaments, sobretot després de llargs temps d‘incubacid a altes
concentracions. Aixi, els inhibidors de PI3K/Akt van augmentar |'apoptosi de les
cél-lules DIPG.

A continuacié, vam provar l'activitat anticancerigena d’ipatasertib i inavolisib en
ratolins immunodeficients que portaven xenoempelts intracranials DIPG-007. Inavolisib
(50 mg/kg) va allargar significativament la supervivencia mitjana dels ratolins tractats,
en comparaciéo amb els controls no tractats (75 enfront de 85 dies, P = 0,0072).
L’analisi del cervell del ratoli i del liquid cefalorraquidi va confirmar que el farmac va
arribar al teixit objectiu a concentracions potencialment actives, durant almenys 8
hores. Després de la quantificacié de cel-lules canceroses al cervell del ratoli mitjancant
un méetode de PCR de droplet digital, vam observar una disminucio significativa en els
ratolins tractats amb inavolisib, en comparacié amb els ratolins control. En canvi,
ipatasertib (25 o 100 mg/kg) no va aportar cap benefici terapeutic en la supervivéncia
del xenoempelt DIPG, independentment de la dosi. Les corbes de concentracié-temps
van mostrar que les concentracions d’ipatasertib no aconseguien valors de concentracio
prou alts al cervell del ratoli. La conjugacié quimica d’ipatasertib amb llancadores
peptidiques que travessen la barrera hematoencefalica va millorar significativament (3
vegades) la penetracié del farmac a través de models de barrera hematoencefalica in
vitro, pero va provocar una perdua d’activitat en comparacié amb el farmac original,

cosa que va impedir els estudis in vivo amb els nous conjugats.

En resum, aquest estudi va trobar una activitat preclinica molt rellevant de l'inhibidor
de PIK3CA inavolisib contra DIPG, relacionada amb la preséncia de mutacions de
PIK3CA en les cel-lules canceroses, i aix0 podria ser rellevant per al disseny de futurs

assajos clinics.

2. Rellevancia i possibles implicacions futures

El nostre estudi proporciona la justificacié per dissenyar un assaig de fase I de

I'inhibidor de PI3K inavolisib per a pacients pediatrics amb pHGG que porten mutacions

en el gen PIK3CA, que sén aproximadament el 20% de tots els pacients amb pHGG.



L'estudi va confirmar la relacié entre I'exposicié a farmacs i I'activitat en cancers
cerebrals amb barrera hematoencefalica intacta. Aquest resultat és important per
prioritzar els medicaments amb els perfils de distribucié de I'SNC adequats per als

assajos clinics.

L'estudi posa I'accent en la necessitat de disposar dels métodes de cribratge adequats
per seleccionar pacients per dissenyar nous assajos clinics. Només amb un metode de

seleccié adequat els pacients obtindran el benefici dels tractaments.

3. Bibliografia cientifica generada

Els articles relacionats amb aquest projecte encara no s’han publicat.

Es generaran dos articles (un que ja s’ha enviat a revisid i un altre que esta en
preparacid) i una tesi doctoral (de Leire Balaguer, que es presentara la tardor del
2024).



