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1. Einleitung

Gliome mit einer H3 K27M-Mutation zahlen zu den malignen, primaren Hirntumoren
und wurden erst kurzlich als eigene Tumorsubgruppe klassifiziert, die sich durch
ihre einzigartige molekulare Signatur von den ZNS-WHO°4 Glioblastomen
unterscheidet. Die Weltgesundheitsorganisation (WHO) nahm in ihrer offiziellen
Klassifikation von 2016 aufgrund dessen diese Gliome als separate Tumorentitat
auf. Sie zeichnen sich durch zwei Hauptmerkmale auf: 1) eine infiltrierende Lasion,
die vorwiegend in den Strukturen der Mittellinien des Gehirns auftritt, und 2) das
Vorhandensein einer H3 K27M-Mutation (Louis et al., 2016)

In 70 % der Falle mit einer "H3 K27M-veranderten" Mutation tritt diese in dem
H3F3A-Gen oder, weniger haufig in den HIST1H3B/C2-Genen (Buczkowicz et al.,
2014; Taylor et al., 2014; Castel et al., 2018). Diese somatische heterozygote
Mutation fuhrt zu einer Substitution von Lysin zu Methionin (K>M), die einen
globalen Verlust der H3 K27-Trimethylierung und eine Zunahme der H3-K27-
Acetylierung zur Folge hat (Bender et al., 2013). In gesunden Zellen wird das Lysin
auf Histon H3 hauptsachlich durch den Polycomb Repressive Complex 2 (PRC2)
di- oder trimethyliert, sowie insbesondere durch seine enzymatische, katalytische
Untereinheit enhancer of zeste 1/2 (EZH1 and 2) und seinen weiteren
Untereinheiten, dem embryonic ectoderm transcription (EED), suppressor of zeste
12 (SUZ12), retinoblastoma-binding protein p48 (Margueron and Reinberg, 2011).
In vitro Studien deuten darauf hin, dass H3 K27M-mutierte Proteine mit EZH2
interagieren und den PRC2-Komplex hemmen kdnnen, obwohl der genaue
Pathomechanismus bisher noch ungeklart bleibt (Lewis et al., 2013; Jiao and Liu,
2015; Harutyunyan et al., 2019). Der Verlust der H3K27-Trimethylierung fihrt
letztendlich zu einer erhéhten Chromatinzuganglichkeit und Transkription, was eine
Hochregulierung verschiedener Proto-Onkogene und Unterdrickung zellularer

Differenzierung zur Folge hat (Khuong-Quang et al., 2012; Gessi et al., 2015).

Seit der Aktualisierung der WHO-Klassifikation von 2021 wurde der Begriff H3
K27M-mutierte Tumoren" zu ,H3 K27M-altered Tumoren" erweitert. Innerhalb dieser
Kategorie weisen bis zu 15% der Falle von diffusen Mittelliniengliomen (DMG) einen
H3F3A-Wildtyp auf. Diese Falle zeichnen sich jedoch durch eine Uberexpression
des enhancer of zest homologs inhibitory protein (EZHIP) aus, was zu einem Verlust
der H3 K27M-Trimethylierung fuhrt und somit gleiche biologische Auswirkungen und
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Tumoreigenschaften aufweist (Antin et al., 2020; Jain et al., 2020; Findlay et al.,
2022).

H3 K27M-mutierte Gliome treten vorwiegend bei Kindern und jungen Erwachsenen
auf und stellen hier fast 20% aller kindlichen Hirntumoren dar. Diese Tumore sind
durchweg mit einer schlechten Prognose behaftet und erreichen ein medianes
Gesamtuberleben von nur 10-14 Monaten (Mackay et al., 2017; Schreck et al.,
2019). Da diese Tumoren typischerweise in Mittellinienstrukturen mit einem
diffusen, infiltrativen Wachstumsmuster vorkommen, ist eine totale Resektion in der
Regel nicht zu erreichen. Frihere Studien deuten darauf hin, dass diffuse
Mittelliniengliome aus Oligodendrozyten-Vorlauferzellen, auch bekannt als
oligodendrocyte precursor cells (OPCs), entstehen, die ebenfalls wahrend des
postnatalen Wachstums der Pons im mittleren Kindesalter am haufigsten vorhanden
sind (Monje et al., 2011; Tate et al., 2015). Des Weiteren weisen H3 K27M-mutierte
Gliome ein spezifisches Transkriptionsprofil auf, das dem der neuronalen
Entwicklung im mittleren Kindesalter ahnelt. Dieses Profil zeichnet sich besonders
dadurch aus, dass es die Zelldifferenzierung von Oligodendrozyten-Vorlauferzellen
(OPCs) zu reifen, post-mitotischen Oligodendrozyten (OLs) stoppt (Monje et al.,
2011).

In der adjuvanten Therapie spielt besonders die Strahlentherapie eine wesentliche
Rolle nach der operativen Behandlung, wobei eine empfohlene Dosis von 54 bis 60
Gy uber einen Zeitraum von sechs Wochen in 30 Fraktionen verabreicht wird
(Gallitto Ba et al., 2019). Haufig wird sie in Kombination mit einem
Chemotherapeutikum eingesetzt. Bislang haben jedoch auch Kombinationen von

Radio- und verschiedenen Chemotherapien nicht zu besseren Ergebnissen geflhrt.

Durch die Zunahme der molekularpathologischen Diagnostik in der taglichen
Routine und die Integration der H3 K27M-Farbung hat sich gezeigt, dass diese
Tumorentitat auch bei Erwachsenen auftreten kann. Nach vielen gro3en Studien,
die sich ausschlieBlich auf padiatrische Falle dieser Tumorentitat konzentrierten,
bleibt das klinische Verhalten bei Erwachsenen jedoch unklar, insbesondere im
Vergleich zu ihrem padiatrischen Gegenspieler und anderen H3-Wildtyp-Gliomen.
Bislang wurden erwachsene H3 K27M-mutierte Gliome genauso aggressiv
behandelt wie padiatrische Gliome, namlich durch eine ausgedehnte Resektion,

gefolgt von einer kombinierten Radio-Chemotherapie.



Ziel der vorliegenden Studie war es, prognostische Faktoren und potenzielle
klinische Untergruppen aller H3 K27M-mutierten zerebralen Gliome bei

Erwachsenen zu identifizieren.

2. Methoden

1. Studienkohorte

Wir haben retrospektiv alle erwachsenen intrakraniellen Gliome mit einer H3 K27M-
Mutation (n=70) untersucht, die zwischen 2016 und 2022 an insgesamt acht
verschiedenen neurochirurgischen Zentren in Deutschland und Osterreich
histologisch und molekularpathologisch gesichert wurden. Die Patienten und
Patientinnen wurden mittels Immunhistochemie mit monoklonalen Anti-Histon H3
(K27M-Mutation)-Antikorpern (monoklonaler Kaninchenklon RM192, RevMAB
Biosciences, San Francisco) unabhangig von seiner Beteiligung der Mittellinie
anhand der Positivitat der H3 K27M-Antikérperfarbung identifiziert. Das
Mindestalter zum Zeitpunkt der Erstdiagnose wurde auf Uber 18 Jahre begrenzt.
Zusatzlich wurden alle verfugbaren padiatrischen Patient:innen (unter 18 Jahren)
(n=17) als reprasentative Vergleichsgruppe zu unserer Erwachsenenkohorte
eingeschlossen (siehe Tabelle 1). Die Studie wurde von der Medizinischen
Ethikkommission der Arztekammer Hamburg genehmigt (2023-300382-WF) und in
Ubereinstimmung mit der Hamburger Krankenhausordnung sowie der Deklaration
von Helsinki  durchgefuhrt. Von allen Patientiinnen wurde eine

Einverstandniserklarung eingeholt.

2. Patientenmerkmale

Die demografischen Daten und Merkmale der Patient:innen wurden retrospektiv aus
den Krankenhausakten extrahiert. Die analysierten klinischen Merkmale wurden in
praoperative und postoperative Parameter unterteilt. Fur die praoperativen
Merkmale wurden der Karnofsky Performance Score (KPS), das Alter, das
Geschlecht sowie das Auftreten verschiedener klinischer Symptome wie
Ubelkeit/Erbrechen, Kopfschmerzen, Hemiparese und epileptische Krampfanfalle
analysiert. Zusatzlich zu den praoperativen Merkmalen wurden fiur die
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postoperativen Merkmale ebenfalls der KPS, die Dauer des Aufenthalts auf der
Intensivstation und das Auftreten klinisch-neurologischer Defizite analysiert.
Daruber hinaus haben wir die verwendeten adjuvanten Therapien bertcksichtigt,
welche entweder in eine kombinierte Radio-Chemotherapie oder jeweils eine
alleinige Strahlentherapie oder Chemotherapie mit Temozolomid unterteilt wurden.
Die Nachbeobachtungszeit betrug im Mittelwert 9,8 Monate (Bereich: 0-63,8).
Insgesamt funfzehn (21,4%) Patient:innen konnten nach der Operation nicht
weiterverfolgt werden. Daruber hinaus waren neun Patientiinnen (12,8%) zum
Zeitpunkt der Auswertung noch am Leben, und ihre mittlere Nachbeobachtungszeit
betrug 23,1 Monate (Bereich: 7-40).

3. Chirurgische Parameter

Als chirurgische Parameter wurden folgende Merkmale erhoben und analysiert: das
Resektionsausmall, die Wahl des jeweiligen chirurgische Zugangswegs
einschlieBlich der OP-Positionierung, das histopathologische Ergebnis des
intraoperativen Schnellschnitts sowie die Anwendung intraoperativer Hilfsmittel,
einschlieBlich Neuronavigation, intraoperatives Neuromonitoring (IONM) und die
Verwendung von Fluoreszenz. Die OP-Positionierung konnte unterteilt werden in
Bauch-, Rucken- oder Seitenlage. Die chirurgischen Zugange wurden in funf
Gruppen unterteilt: (1) subokzipital, (2) retrosigmoidal, (3) paramedian, (4)
Konvexitat und (5) Biopsie, einschliel3lich rahmengestltzter stereotaktischer und
neuronavigationsgesteuerter Nadelbiopsien. Der Umfang der Resektion wurde
anhand der postoperativen Bildgebung beurteilt, um das Volumen des
verbleibenden Tumors zu messen, und dann in vollstandige Resektion (<5% Rest),
Teilresektion (>5% Rest) und Biopsie unterteilt. Die Ergebnisse der intraoperativen
Kryoschnitte wurden in hochgradige Gliome (HGG), niedrig-gradige Gliome (LGG)
und keinen Tumor eingeteilt. Das intraoperative Neuromonitoring (IONM) wurde in
kortikales Mapping, motorisch evozierte Potenziale (MEP) und somatosensorisch
evozierte Potenziale (SEP) unterteilt. Als Fluoreszenzmittel wurde 5-

Aminolavulinsaure (5-ALA) verwendet.



4. Radiografische Analyse

Mittels Magnetresonanztomographie (MRT) wurden verschiedene Parameter des
Tumors analysiert, darunter die Lage, das Volumen, die Verschiebung der
Mittellinie, die Ausdehnung des Odems, die ventrikulare Infiltration sowie das
Vorhandensein einer Kontrastmittelanreicherungen. Die Tumorlokalisation wurde in
funf Hauptgruppen unterteilt: (1) Telenzephalon (einschlieBlich Frontal-, Parietal-,
Temporal- und Okzipitallappen), (2) Diencephalon (Thalamus, Basalganglien), (3)
Mesencephalon, (4) Metencephalon (Pons und Kleinhirn) und (5) Myelenzephalon.
Ein einheitliches Studienprotokoll wurde entwickelt, das klare Definitionen fur die
volumetrischen Messungen enthielt. So wurde das Tumorvolumen anhand der
Naherungsformel (a x b x ¢/2) berechnet, wobei a, b und ¢ die Lange, Breite und
Hoéhe des Tumors reprasentieren. Das AusmaR des peritumoralen Odems wurde
anhand von T2-gewichteten MRT-Sequenzen quantifiziert, von der
Tumorausdehnung subtrahiert und anschlieRend mit der oben genannten Formel
berechnet. Das verbleibende Tumorvolumen wurde anhand von MRT-Aufnahmen,
die innerhalb von 72 Stunden nach der Resektion durchgefihrt wurden, ermittelt,
indem T1-gewichtete Bilder mit und ohne Kontrastmittelaufnahme verglichen

wurden.

5. Neuropathologische Analyse

In die aktuelle Studie wurden ausschliel3lich Patient:innen mit nachgewiesener H3
K27M-Mutation und Isocitratdehydrogenase (IDH)-Wildtyp-Status in  der
Immunhistochemie aufgenommen. Daruber hinaus wurden die folgenden
histopathologischen und molekularen  Tumormerkmale analysiert: O6-
Methylguanin-Methyltransferase =~ (MGMT)-Status,  Alpha-Thalassamie/mental
retardation syndrome X-linked (ATRX)-Status und DNA-Methylierungsanalyse
(450k oder 850k) mit ihnrer molekularen Subklasse und Klassifizierungsscore, sofern

verfugbar.

6. Statistische Analyse

Um prognostische Faktoren zu ermitteln, wurden univariate und multivariate
Analysen durchgefiihrt. Die statistische Analyse erfolgte mithilfe der Software
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GraphPad Prism 9. Fur die Analyse kontinuierlicher, skalierter Daten wurde ein
ungepaarter zweiseitiger Student's t-Test angewendet, wahrend der Vergleich
zwischen zwei Gruppen mit dem zweiseitigen exakten Fisher-Test durchgefihrt
wurde. Die multivariate Analyse der signifikanten Faktoren wurde mittels
multivariater Cox-Proportional-Hazards-Modelle und Signifikanztests (a = 0,05)
durchgefuhrt. Das Gesamtuberleben wurde unter Verwendung der Kaplan-Meier-
Methode analysiert. Der Log-Rank-Test wurde fur die univariate Auswertung der
Kaplan-Meier-Diagramme verwendet. Das progressionsfreie Uberleben (PFS)
wurde ab dem Zeitpunkt der ersten Intervention berechnet. P-Werte wurden als

signifikant betrachtet, wenn sie <0,05 waren.

3. Ergebnisse

In der vorliegenden Studie untersuchten wir insgesamt 70 erwachsene
Patient:innen mit einem H3 K27M-mutierten Gliom, die zwischen dem Februar 2016
und dem Oktober 2022 operiert wurden und haben deren Merkmale in Tabelle 1
zusammengefasst. Die klinische Prasentation umfasste Ubelkeit und Erbrechen
(30%, n=21), Kopfschmerzen (43,5%, n=30), Hemiparese (30%, n=21), epileptische
Krampfanfalle (4,3%, n=3) und Hirnnervenlahmungen (37,2%, n=26) (siehe Tabelle
1).

Tabelle 1
Klinische Parameter .
Préaoperativ
Alter [Jahre]- Median (Bereich) 33 (18 -64)
Geschlecht - n (%)
Weiblich 29 (41.4)
Mannlich 41 (58.6)
Ubelkeit/Erbrechen - n (%) 21 (30)
Kopfschmerzen - n (%) 30 (43.5)
Hemiparese - n (%) 21 (30)
Epilepsie - n (%) 3(4.3)
Hirnnervenlahmung - n (%) 26 (37.2)




Préaoperative KPS - MW (SD)

Postoperativ
Neurologische Defizite - n (%)
Neue Defizite - n (%)

Hemiparese - n (%)
ITS-Aufenthalt [t] - MW (SD)
Postoperativer KPS - Median (SD)
Follow-up
Follow-up [M.] - Median (range)
Rezidiv - n (%)

Progressions-freies Uberleben - Median (SD)

Tod - n (%)

Gesamtlberleben - Median (SD)

Radiografische Parameter
Lokalisation- n (%)
Telenzephalon
Frontallappen
Parietallappen
Temporallappen
Dienzephalon
Thalamus
Basalganglien
Mesenzephalon
Metenzephalon
Pons
Zerebellum
Myelenzephalon

Kontrastmittelaufnahme - n (%)
Ja
Nein
Unbekannt

Seite - n (%)
Links
Rechts
Beides

Mittellinienbeteiligung - n (%)
Zystisch - n (%)
Ventrikulare Beteiligung - n (%)

Hydrozephalus - n (%)

80.43 + 19.59

26 (37.1)

8 (11.4)

23 (32.9)
4.367 + 8.622

79.09 + 22.22

9.8 (0 - 63.8)
53 (75.7)
7.557 + 8.004
44 (62.8)
13.62 + 14.23

4 (5.7)

3 (4.3)
1(1.4)

0 (0)

38 (54.3)
36 (51.4)
2 (2.9)
10 (14.3)
12 (17.1)
8 (11.4)
4 (5.7)

6 (8.6)

54 (77.2)
11 (15.7)
5 (7.1)

34 (48.6)
21 (30)
10 (7.1)

59 (84.3)
16 (22.8)
25 (42.4)
31 (44.3)
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Mittellinienverlagerung [cm] — MW (SD)
Odem [cm3] - MW (SD)
Volumen [cm3] - MW (SD)

Restvolumen [cm?] - MW (SD)

Chirurgische Parameter
OP-Positionierung - n (%)
Ricken
Bauch
Seite

Operatives Prozedere - n (%)
Biopsie
Resektion
Beides

Operativer Zugang- n (%)
Subokzipital
Retrosigmoidal
Paramedian
Konvexitat
Stereotaxie/Varioguide

Resektionsausmal’ - n (%)
Vollstandige Resektion
Teilresektion
Biopsie

IONM - n (%)
Gesamt
Kortikales Mapping
MEP
SEP

Navigation - n (%)
Fluoreszenz - n (%)

Wachoperation - n (%)

Histologische Parameter
Schnellschnittergebnis - n (%)
Hoher-gradiges Gliom
Niedrig-gradiges Gliom
Kein Tumor
Unbekannt

MGMT - n (%)
methyliert

ATRX - n (%)

0.35 + 0.46
10.4 + 13.7
12.2+13.1
6.4+6.4

41 (58.6)
18 (25.7)
3 (4.3)

38 (55.7)
26 (37.1)
5(7.1)

11 (15.7)
3 (4.3)
6 (8.6)
35 (50)
14 (20)

10 (14.3)
21 (30)
38 (54.3)

24 (34.3)
7 (10)

23 (32.8)
18 (25.7)

44 (62.8)
15 (21.4)
0 (0)

23 (32.9)
9 (12.8)
3 (4.3)
35 (50)

9 (12.8)
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Verlust 18 (25.7)

Ki67 [%] - MW (SD) 23.20 + 7.06
p53 - MW (SD) 24.41 + 30.73
Molekulare Parameter
450K - n (%) 1(1.4)
850k - n (%) 31 (44.3)
Nicht verflgbar - n (%) 38 (54.3)
Subklasse - n (%)
H3K27M 24 (34.3)
Glioblastom 1(1.4)
Kein match 4 (5.7)
Classifier — MW (SD) 0.86 +0.21

Adjuvante Therapie
Chemotherapie

Chemotherapie (CT) - n (%) 3 (4.3)
Kombinierte RT/CT - n (%) 53 (75.7)
CT [Zyklen] - MW (SD) 4.3 (+2.9)
Radiatio - n (%) 58 (82.8)
Radiotherapie (RT) - n (%) 5(7.1)
Kombinierte RT/CT - n (%) 53 (75.7)
RT-Dosierung - n (%)
>54 Gy 47 (81.0%)
<54 Gy 3 (5.2%)
Unbekannt 8 (13.8%)

Tabelle 1: Patientiinnen- und Tumoreigenschaften; n — Anzahl; MW - Mittelwert, SD —
Standarddeviation; KPS — Karnofsky Performance Score; ITS — Intensivstation, IONM —
Intraoperatives Neuromonitoring; MEP - Motorisch evozierte Potenziale; SEP -
Somatosensorisch evozierte Potenziale, CT — Chemotherapie, RT - Radiotherapie

Das mediane Gesamtuberleben betrug 13,6 £ 14,2 Monate. Insgesamt verstarben
44 (62,8%) Patientiinnen wahrend der Nachbeobachtungszeit aufgrund des
Voranschreitens ihrer onkologischen Grunderkrankung. Die statistische Analyse der

Uberlebenszeit ist in Tabelle 2 zusammengefasst.
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Tabelle 2

Medianes p-Wert Sig. Medianes p-Wert Sig.

Uberleben (M.) PFS (M.)
Klinische Parameter
Alter [Jahre]
>33 14.4 0.5756 ns 0.2407 ns
<33 9.9 7.3
<24 9.5 0.5700 ns 7.5 0.4574 ns
24-33 9.87 5.5
33-50 23.1 5
>50 11 6
Gender
Mannlich 13 0.6767 ns 6.5 0.5140 ns
Weiblich 8.7 51
Symptome
Hemiparese 19 0.1604 ns 5.8 0.9845 ns
Keine Hemiparese 9.9
Ubelkeit/Erbrechen 12 0.4816 ns 6.5 0.7194 ns
Keine Ubelkeit/Erbrechen 9.9
Hirnnervenlahmung 13 0.8103 ns 4.5 0.7215 ns
Keine Hirnnervenlahmung 12
Kopfschmerzen 13 0.1474 ns 0.3597 ns
Keine Kopfschmerzen 10.5 4.9
Epilepsie 12 0.5241 ns 4.6 0.0829 ns
Keine Epilepsie 12 6.5
Praoperativer KPS
>80 23.1 0.0042 * 0.0761 ns
<80 6.5 5.7
>80 18 0.02 * 0.5981 ns
<80 4.2 6.5
Postoperativer KPS
>80 23.1 0.0002 *** 71 0.1168 ns
<80 5.8 5.5
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Radiografisch
Hydrozephalus

Kein Hydrozephalus

Mittellinienbeteiligung
Keine

Mittellinienbeteiligung

Kontrastmittelaufnahme
Keine

Kontrastmittelaufnahme

Zystisch
Nicht zystisch

Seite
Links
Rechts

Beides

Einseitig (Links/Rechts)

Beide Hemispharen

Odem [cm?]
<45
>4,5

0-0.5cm?
0.5-4.5cm?
45-12.5cm?

>12.5cm?

Restvolumen [cm?]
>8 cm?

<8 cm?

<3cm?
3-8cm?
8-20cm?

>20cm?

12
13

9.5
23.1

9.8
23.1

13.85
11

14
8.7
7.1

12
7.1

8.4
15

44.949
8.4
8.3

8.4
11

15
6.1
14.4

0.7768

0.1526

0.2529

0.6488

0.4525

0.5759

0.9929

0.1805

0.8831

0.3482

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

5.05
11.5

23

7.4

4.5

6.5
5.5

9.65
4.5

0.8191

0.9516

0.2395

0.0046

0.0652

0.6043

0.1731

0.0905

0.8584

0.3339

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns
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>20cm?

<20cm?

Volumen [cm?]
>8.5
<8.5

<3
3-8.5
8.5- 16
> 16

Lokalisation
Mesenzephalon

Dienzephalon
Metenzephalon
Myelenzephalon

Telenzephalon

Met-/Mesenzephalon

Tel-/Di-/Myelenzephalon

Histopathologisch
MGMT

Methyliert

Nicht methyliert

Classifier score
>0.9
<0.9

ATRX
Verlust
Erhalt

Schnellschnitt
Maligne
Benigne

Kein Tumor

14.4

9.5
14.4

18
5.8
8.4
12

25.0
9.5

36.5
10.5
2.82

25.04
8.7

13
14

9.5
40.2

31
8.3

9.87
44
16.8

0.2538

0.6906

0.1044

0.0111

0.007

0.8742

0.008

0.0029

0.1023

ns

ns

ns

*%

*%

*%

ns

4.6

7.3

9.9

11.5

7.7

10.7

15.05

12.3
5.5

21.8
5.1

0.6721

0.8714

0.2139

0.5308

0.0310

0.2076

0.0661

0.0280

0.0260

ns

ns

ns

ns

ns

ns
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Maligne

Benigne/Kein Tumor

Chirurgisch

Zugang

Subokzipital
Retrosigmoidal
Paramedian
Stereotaxie/Varioguide

Konvexitat

IONM
Ja

Nein

Resektionsausmal
Vollstandige Resektion
Teilresektion

Biopsie

Resektion

Biopsie

Therapie
RT

CT
RT/CT

Kombinationstherapie
(RT/CT)

Monotherapie (RT o. CT)

9.9
29.3

15
38.35
6.1
8.4
9.9

9.5
14

9.5
12
11

12
11

14.4
8.7
8.1

14.4

0.0457

0.3822

0.9704

0.8845

0.4006

0.2730

0.1072

*

ns

ns

ns

ns

ns

ns

6
21.8

S
5.75

6.5

6.1
7.1

7.074

0.0069 **

0.7972 ns

0.7915 ns

0.9666 ns

0.8041 ns

0.9666 ns

0.9857 ns

Tabelle 2: Gesamtuberleben und Progressionsfreiesuberleben.
Progressions-freies Uberleben; ns — nicht signifikant; KPS — Karnofsky Performance Score;
IONM - intraoperatives Neuromonitoring; MEP - motorisch evozierte Potenziale; SEP —

somatosensorisch evozierte Potenziale

M — Monate; PFS -
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Die haufigste Lokalisation der erwachsenen H3 K27M-mutierten Gliome war das
Dienzephalon (n=38, 54,3%), einschlieBlich Thalamus und Basalganglien, gefolgt
vom Metenzephalon (n=12, 17,1%), welches den Pons und das Kleinhirn umfasst
(siehe Abbildung 1a). Weitere Lokalisationen umfassten das Mesencephalon (n=10,
14,3%), das Myelencephalon (n=6, 8,6%) und das Telencephalon (n=4, 5,7%). Im
Vergleich zu der padiatrischen Kohorte, zeigten sich die H3 K27M-mutierten Gliome
des Kindesalters jedoch am haufigsten im Mesenzephalon lokalisiert, mit einer
Haufigkeit von 68,8% (n=11) (supplementare Tabelle 1). Die meisten H3 K27M-
mutierten Gliome befanden sich in der Mittellinie (84,3%, n=59). Das mediane Alter
bei der Erstdiagnose betrug 33 Jahre (Range: 18 - 64), und das Verhaltnis von
Frauen zu Mannern lag bei 1:1,4 (Frauen 41,4%; Manner 58,6%) (siehe Abbildung
1b). Die Lage des Tumors variierte in den unterschiedlichen Altersgruppen, sodass
wir feststellten, dass Tumore im Telenzephalon (28,0 +12,7 Jahre, p=0,0127) oder
Dienzephalon (35,42 +12,7 Jahre, p=0,0477) im Durchschnitt ein signifikant
niedrigeres Alter aufwiesen als Tumore im Myelenzephalon (46,83 +12,8 Jahre)
(siehe Abbildung 1c). Tumore im Telenzephalon/Dienzephalon/Myelenzephalon
waren mit einem schlechteren Gesamtiberleben assoziiert, wahrend Tumore im
Mes-/Metenzephalon ein signifikant besseres Gesamtiberleben aufwiesen (8,7 vs.
25 Monate, p=0,007) (siehe Abbildung 1d und 1e).
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Abbildung 1
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Abbildung 1: Radiografische Parameter a) Schematische Darstellung der verschiedenen
Lokalisationen des Tumors im Gehirn b) Altersverteilung der analysierten Kohorte c)
Altersverteilung in Abhangigkeit von der jeweiligen Tumorlokalisation. Tumore im Beriech des
Telenzephalons (28,0 +12,7 Jahre, p=0,0127) oder Dienzephalon (35,42 +12,7 Jahre,
p=0,0477) zeigten ein signifikant niedrigeres Durchschnittsalter im Vergleich zu Tumoren im
Bereich des Myelencephalon (46,83 +12,8 Jahre) d) Kaplan-Meier Kurve der Tumorlokalisation,
in der sich ein verlangertes mittleres Gesamtiberleben fiir Lokalisationen im Bereich des
Metencephalon oder Mesencephalon markiert (36,5 and 25 Monate; p=0,011) e) Kaplan-Meier
Kurve: Tumore im Bereich des Metencephalon und Mesencephalon zeigten ein verlangertes
Gesamtuberleben im Vergleich zu Tumoren im Bereich des Telenzephalon, Dienzephalon und
Myelencephalon (25,04 vs. 8,7 Monaten, p=0,007).

In den MRT-Analyse zeigten die H3 K27M-mutierten Gliome ein heterogenes
Erscheinungsbild, exemplarisch in Abbildung 2a dargestellt. In den meisten Fallen
(77,1%, n=54) wurde eine Kontrastmittelanreicherung im MRT festgestellt (siehe
Abbildung 2b). Ein obstruktiver Hydrozephalus wurde bei fast der Halfte der
Patient:innen (n=31, 44,3%) beobachtet (siehe Abbildung 2c). Die meisten H3
K27M-mutierten Gliome befanden sich in der Mittellinie (n=59, 84,3%). Das mittlere
geschatzte Tumorvolumen betrug 12,2 +13,1 cm?, und das mittlere Odemvolumen
erreichte 10,4 £13,1 cm? Dieses Messprotokoll wurde einheitlich in allen
teiinehmenden Zentren angewendet. Des Weiteren zeigte sich, dass Tumoren mit
einer zystischen Komponente im Vergleich zu nicht zystischen Lasionen
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unabhangig von Alter und Lokalisation mit einem Uberlebensvorteil assoziiert waren
(23 vs. 5 Monate, p=0,0046).

Abbildung 2
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Abbildung 2: Radiografische Parameter a) MRT Aufnahmen von unterschiedlichen
Patientinnen mit einem H3 K27M-mutated Gliom mit verschiedenen radiografischen
Eigenschaften. Patient A zeigt eine Tumorlokalisation in der Mittelline mit
Kontrastmittelaufnahme und keinem peritumoralen Odem. Patient B reprasentiert ein H3 K27M-
mutated Gliom mit Kontrastmittelaufnahme sowie peritumoralem Odem ohne begleitenden
Hydrozephalus. Patient C zeigt einen Tumor im Bereich der Pons mit ausbleibender
Kontrastmittelaufnahme in der T1-gewichteten MRT-Sequenz. Patient D reprasentiert einen
soliden Tumor mit Kontrastmittelaufnahme im Bereich der Basalganglien. b)
Kontrastmittelaufnahme in T1-gewichteten MRT-Aufnahmen zeigte sich in 77,2% aller Falle c)
Ein Hydrozephalus zeigte sich in 44,3% aller Falle d) Verteilung des Odemvolumens in der
Gesamtkohorte e) Kaplan-Meier Kurve: Zystische Lasionen sind mit einem hdéheren mittleren
Rezidivfreien-Uberleben assoziiert im Vergleich zu nicht-zystischen Lé&sionen (23 vs. 5
Monaten, p=0,0046)

Die Halfte aller Falle wurde Uber einen supratentoriellen transkortikalen Zugang
operiert (50%, n=35), gefolgt von 20% rahmengestitzter stereotaktischer oder
neuronavigationsgefihrter Biopsien (n=14), 15,7% subokzipitaler Zugange (n=11),
8,6% interhemispharischer Zugange (n=6) und 4,3% retrosigmoidaler Zugange
(n=3) (Abbildung 3a). Die am haufigsten verwendete OP-Positionierung fur diese
Tumorentitat war die Riickenlage (58,6%, n=41), gefolgt von der Bauchlage (25,7 %,
n=18) und der Seitenlage (4,3%, n=3). Neuronavigation wurde in 62,8% (n=44) aller
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Falle eingesetzt, wahrend die Verwendung von Fluoreszenz in 21,4% (n=15) der
Falle zum Einsatz kam (siehe Abbildung 3b). Zusatzlich wurde das intraoperative
Neuromonitoring (IONM) in 34,3% (n=24) der Falle verwendet, wobei motorisch
evozierte Potentiale (MEP) die haufigste Methode waren (32,8%, n=23), gefolgt von
somatosensorisch evozierten Potentialen (SEP) in 25,7% (n=18) der Falle (siehe
Abbildung 3b). Praoperativ wiesen mehr als die Halfte der Patient:innen (54,3%)
einen Karnofsky-Performance-Status (KPS) von 290 auf (Abbildung 3c). Ein
praoperativer KPS von <80 hatte keinen Einfluss auf das progressionsfreie
Uberleben (siehe Abbildung 3d). Jedoch war ein préoperativer KPS von <80 mit
einem schlechteren Gesamtiberleben in der Kaplan-Meier-Analyse assoziiert (4,2
vs. 18,0 Monate, p=0,02) (siehe Abbildung 3e). Postoperativ zeigte sich in der
Gesamtkohorte ein etwas niedrigerer KPS, sodass hier nur insgesamt 47,1% aller
Falle einen KPS von groRer oder gleich 90 aufwiesen (Abbildung 3f). Ein niedriger
postoperativer KPS von <80 hatte keinen signifikanten Einfluss auf das
progressionsfreie  Uberleben (siehe Abbildung 3g). Dennoch wurde ein
Uberlebensvorteil fiir Patienten mit einem postoperativen KPS von 290 festgestellt
(5,8 vs. 23,1 Monate, p=0,0002) (Abbildung 3h).

In Bezug auf das Resektionsausmal® wurden bei mehr als der Halfte aller
Patient:innen (54,3%, n=38) Biopsien durchgefuhrt, wobei sowohl stereotaktische
oder neuronavigationsbasierte Biopsien als auch offene, transkortikale Biopsien
zum Einsatz kamen. Von den Patient:innen, die sich einer Resektion unterzogen,
erreichten 14,3% (n=10) eine radiologisch vollstandige Resektion, wahrend bei 30%
(n=21) eine subtotale Resektion (STR) erzielt wurde (Abbildung 3i). Unsere Studie
zeigt, dass Patient:innen, die eine Resektion erhielten, im Vergleich zu biopsierten
Patient:innen weder einen signifikanten Uberlebensvorteil beim progressionsfreien
Uberleben (PFS) (Abbildung 3j) noch beim Gesamtiiberleben (OS) (p=0,9666)
aufwiesen (Abbildung 3k). Ebenso erbrachte die Analyse des Restvolumens nach
chirurgischer Resektion keine Unterschiede: es wurde keine wesentliche
Verbesserung des Uberlebens beobachtet, wenn man a) den Median von 8 cm?
Restvolumen (p=0,8831) und b) Quartile, kategorisiert als <3 cm?, 3-8 cm?, 8-20
cm?, >20 cm?® (p=0,3482), auswertete (Tabelle 2). Eine vollstandige Resektion wurde
bei Erwachsenen haufiger erreicht als bei Kindern (10% vs. 0%, p=0,0439). Dartber
hinaus wiesen padiatrische Patient:innen ein leicht kirzeres, jedoch nicht signifikant

unterschiedliches medianes Gesamtuberleben von 10,15 Monaten auf (p=0,4765).
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Des Weiteren zeigte sich bei Patient:innen, die sich einer Resektion unterzogen,
keine signifikante Verbesserung des KPS im Vergleich zu denen, die sich einer
Biopsie unterzogen (p=0,8644) (Abbildung 3n). Ferner analysierten wir die
Patient:innen, bei denen sich der Karnofsky-Performance-Status (KPS) nach der
Operation verschlechterte, um diejenigen zu identifizieren, bei denen eine
Resektion moglicherweise nicht ratsam ist. Unsere Untersuchung ergab jedoch
keine signifikanten Unterschiede in Bezug auf Alter, TumorgroRe, Odeme,
Tumorlokalisation oder das Vorhandensein eines praoperativen Hydrozephalus
(supplementare Tabelle 3). AulRerdem erhielten Patient:innen, bei denen sich der
KPS nach der Operation verschlechterte, in ahnlichem Male intraoperatives
Neuromonitoring (IONM), Neuronavigation und Fluoreszenz wie Patient:innen, bei
denen dies nicht der Fall war. Es ist jedoch erwdhnenswert, dass ein signifikant
héherer Anteil der Patient:innen mit verschlechtertem postoperativem KPS in
Bauchlage operiert wurde als Patient:innen mit stabilem oder verbessertem KPS
(42,9% vs. 18,2%, p=0,0391). Des Weiteren hatten Patient:innen, bei denen sich
der KPS nach der Operation verschlechterte, eine deutlich langere Aufenthaltsdauer
auf der Intensivstation als Patient:innen mit stabilem oder verbessertem KPS (8,2
vs. 2,5 Tage, p=0,0272). Zudem hatten Patient:innen, die sich einer chirurgischen
Resektion unterzogen, eine deutlich langere Verweildauer auf der Intensivstation
als Patient:innen, im Vergleich zu denjenigen, die sich einer Biopsie unterzogen
(6,9 vs. 2,2 Tage, p=0,00337) (Abbildung 3l). Aulerdem traten bei den
Patient:innen, bei denen eine Resektion durchgefuhrt wurde, signifikant haufiger
anhaltende oder neue postoperative klinisch-neurologische Defizite auf als bei
denen, bei denen nur eine Biopsie durchgefuhrt wurde (54,8% vs. 23,1%, p=0,0120)
(Abbildung 3m).
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Abbildung 3 - Klinische Parameter a) Grafische Darstellung der neurochirurgischen Zugange,
die in dieser Kohorte verwendet wurden, wobei der haufigste Zugang die Konvexitat war.
Biopsien bestanden aus stereotaktisch geflihrten Nadelbiopsien (20,4%), wahrend offene und
minimal-invasive Biopsien unter Verwendung anderer chirurgischer Zugange durchgefiihrt
wurden (34,3%). b) Tortendiagramme der wahrend der Operation verwendeten chirurgischen
Instrumente: 5-ALA-Fluoreszenz wurde in 21,4% aller Falle verwendet; Neuronavigation wurde
in 62,8% und intraoperatives Neuromonitoring wurde in 34,3% aller Falle verwendet. c)
Darstellung der Verteilung des jeweiligen praoperativen Karnofsky-Performance-Status. Ein
KPS-Wert von 90 oder héher wurde in 54,3% aller Falle beobachtet. d) Kaplan-Meier-Kurve:
Der praoperative KPS hatte keinen signifikanten Einfluss auf das progressionsfreie Uberleben
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(p=0,5981). e) Kaplan-Meier-Kurve: Ein praoperativer KPS-Wert >80 war mit einem

Uberlebensnachteil verbunden (23,1 vs. 4,2 Monate; p=0,0042). f) Verteilung des
postoperativen KPS. g) Kaplan-Meier-Kurve: Der postoperative KPS hatte keinen signifikanten
Einfluss auf das progressionsfreie Uberleben bei H3-K27M-mutierten Gliomen (p=0,1168). h)
Kaplan-Meier-Kurve: Ein postoperativer KPS-Wert <80 war mit einem Uberlebensnachteil
verbunden (23,1 vs. 5,8 Monate; p=0,002). i) Tortendiagramm der Verteilung des Ausmalles der
Resektion (EOR). j) Kaplan-Meier-Kurve: Ein groReres Ausmal der Resektion zeigte keinen
Uberlebensvorteil im Vergleich zur Biopsie (p=0,9666). k) Kaplan-Meier-Kurve: Das AusmafR
der Resektion (EOR) zeigte keinen Uberlebensvorteil im Vergleich zwischen der kompletten
Resektion (GTR), subtotaler Resektion (STR) und Biopsie (p=0,8845). I) Patient:innen, die eine
Resektion (GTR/STR) erhielten, wiesen einen signifikant langeren Aufenthalt auf der
Intensivstation auf als biopsierte Patient:innen (6,9 vs. 2,2 Tage, p=0,0337). m) Patient:innen,
die sich einer Resektion unterzogen, wiesen signifikant mehr postoperative Defizite auf als
biopsierte Patient:innen (54,8% vs. 23,1%, p=0,0120). n) Patient:innen, die eine Resektion
erhielten, zeigten eine ahnliche Verteilung der Verschlechterung des KPS im Vergleich zu
denen, die eine Biopsie erhielten (34% vs. 42%, p=0,8110).

Nach dem chirurgischen Eingriff erhielten 75,7% der Patient:innen eine kombinierte
Radio-Chemotherapie, wahrend nur 4,3% aller Patient:innen ausschliel3lich eine
Chemotherapie und 7,1% ausschlieBlich eine Strahlentherapie erhielten. Von allen
Patient:innen, die eine adjuvante Strahlentherapie erhielten (n=58, 82,8%),
erhielten 47 (81,0%) die empfohlene Dosis (>54 Gy) der adjuvanten
Strahlentherapie, wahrend die Dosis bei lediglich 8 (13,8%) Patient:innen
unbekannt blieb. Bei drei Patientiinnen (5,2%) war es nicht moglich, die volle
empfohlene Dosis von >54 Gy zu verabreichen (siehe Tabelle 1). Des Weiteren
erhielten insgesamt 53 (75,5%) der Patient:innen eine Kombination aus Radio- und
Chemotherapie als adjuvante Behandlung, wobei alle Temozolomid als
Chemotherapeutikum erhielten. Die durchschnittliche Anzahl der
Chemotherapiezyklen betrug 4,3 +2,9 Monate. Bei der histopathologischen Analyse
ergab der intraoperative Schnellschnitt ein niedrig-gradiges Gliom in 12,8% (n=9)
der Falle, ein hochgradiges Gliom in 32,9% (n=23), und bei 4,3% (n=3) wurde
zunachst kein Tumor gefunden, jedoch dann erst spater in der endgultigen
histologischen Aufarbeitung (siehe Abbildung 4a). Zusatzlich wurde bei 12,8% der
Falle (n=9) eine Methylierung des MGMT-Promotors festgestellt. Ein nuklearer
Verlust von ATRX wurde bei 25,7% (n=18) aller erwachsenen Patient:innen
beobachtet, wahrend bei padiatrischen Patient:innen etwas weniger ATRX-
Mutationen (11,7%) vorlagen (p=0,0723) (siehe erganzende Tabelle 1). Des
Weiteren fanden wir heraus, dass der Verlust von ATRX mit einem signifikanten
Uberlebensvorteil beim progressionsfreien Uberleben (PFS) verbunden war
(p=0,028, Abbildung 4b) sowie beim Gesamtuberleben (31 vs. 8,3 Monate, p=
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0,0029) (siehe Abbildung 4c). 44,3% der Falle wurden mit einer globalen
Methylierungsanalyse (850k) untersucht, und in 1,4% wurde eine 450k-Analyse
durchgefuhrt. Davon wiesen 24 Falle (75,0%) einen Matching-Score von 20,9 fur
ein H3 K27M-mutiertes Gliom auf, wahrend ein Fall (3,1%) eine engere
Ubereinstimmung mit der IDH-Wildtyp-Glioblastom-Gruppe aufwies und 7 Félle
(21,9%) in der Methylierungsanalyse nicht mit einem H3 K27M-mutierten Gliom
ubereinstimmten (www.molecularNeuropathology.org; Classifier Version V11b4).
Dennoch wurden alle Falle in den endgultigen neuropathologischen Berichten als
H3 K27M-mutiertes Gliom klassifiziert. Ein Klassifikator-Score <0,9 war aul3erdem
mit einem besseren Gesamtiberleben assoziiert als ein héherer Klassifikator-Score
(p=0,008) (Abbildung 4d). Des Weiteren zeigte die multivariate Analyse, dass die
ATRX-Retention (HR 4,335, 95% CI: 1,647-13,34, p=0,0054) und ein praoperativer
KPS <90 (HR 4,358, 95% CI: 1,628-12,29, p=0,0039) als unabhangige ungunstige
Risikofaktoren flr das Gesamtiberleben identifiziert werden konnten (erganzende
Tabelle 2). In Fallen, in denen Methylierungsanalysen zusammen mit den
verfugbaren Daten zur Kopienzahlvariation durchgefuhrt wurden, wurde ein
Gesamtprofil der genomischen Gewinne und Verluste in der gesamten Kohorte
erstellt (supplementare Abbildung 1a). Darunter zeigte sich eine Vielzahl von
Zielmutationen, wobei einer der haufigsten ein C19MC-Verlust war (supplementare
Abbildung 1b). Besonderes Interesse galt den Auswirkungen von ATRX auf die
Genomstabilitat und das Auftreten verschiedener Tumormutationen (supplementare
Abbildung 1c). Dabei zeigte sich, dass der Verlust von ATRX tendenziell mit
vermehrten Gewinnen in den Regionen MDM4, PPM1D, PTCH1, MYB und
KIAA1549/BRAF assoziiert war, wahrend die Beibehaltung von ATRX tendenziell
mit vermehrten Verlusten in der C19MC-Genregion einherging (supplementare
Abbildung 1d).
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Abbildung 4
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Abbildung 4 - Histopathologische Parameter a) Die Schnellschnitte ergaben 32,9%
hochgradige Tumoren, 12,8% niedrig-gradige Tumoren und in 4,3% keinen Tumor. b) Kaplan-
Meier-Kurve: Der Verlust von ATRX ist mit einem Vorteil im progressionsfreien Uberleben (PFS)
im Vergleich zur ATRX-Retention assoziiert (12,3 vs. 5,5 Monate, p=0,028). ¢) Kaplan-Meier-
Kurve: Der Verlust von ATRX ist mit einem Uberlebensvorteil bei der Gesamtiiberlebenszeit
(OS) im Vergleich zur ATRX-Retention assoziiert (31 vs. 8,3 Monate, p=0,0029). d) Kaplan-
Meier-Kurve: Ein Methylierungsklassifikations-Score <0,9 war mit einem besseren
Uberlebensergebnis assoziiert (p=0,008).

4. Diskussion

H3 K27M-mutierte Gliome sind eine kuirzlich in der WHO-Klassifikation
eigenstandig definierte molekulare Subgruppe von Hirntumoren, die vor allem bei
Erwachsenen selten vorkommen. Sie sind durch eine Mutation im Histon H3 K27M-
Gen gekennzeichnet, die zu einer Veranderung des Histons H3.3 fuhrt, was einen
Verlust der Trimethylierung zur Folge hat. Die hieraus resultierenden Tumore zeigen
ein diffuses infiltratives Wachstum, vor allem im Bereich der Mittellinie des Gehirns.
Diese hochgradig bdsartigen Tumore sind in der Regel gegen herkdmmliche
Therapien resistent und enden fast immer todlich. Die vorliegende Studie

beschaftigt sich folglich mit verschiedenen klinischen Merkmalen der H3 K27M-
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mutierten Gliomen bei Erwachsenen im Rahmen einer groRen multizentrischen

Serie.

In unserer Studie lag das durchschnittliche Alter zum Zeitpunkt der Diagnose bei 36
Jahren, wahrend das durchschnittliche Diagnosealter in der padiatrischen Literatur
bei etwa 9 Jahren liegt (Mackay et al., 2017; Kleinschmidt-DeMasters and Mulcahy
Levy, 2018; Lu et al., 2019 Levy, 2018; Lu et al., 2019). Interessanterweise haben
wir eine Verschiebung der Altersgruppen in Bezug auf ihre Hirnlokalisation
festgestellt und beobachtet, dass Tumore im Myelenzephalon im Vergleich zu
anderen Lokalisationen ein deutlich hoéheres Durchschnittsalter aufwiesen
(Durchschnittsalter von 45 Jahren). Im Gegensatz dazu zeigen die klassischen
ZNS-WHO-Grad 4 IDH-Wildtyp-Glioblastome, die vor allem im Telencephalon
lokalisiert sind, ein deutlich hoheres Alter bei Diagnosestellung mit einem Median
von 64 Jahren (Chakrabarti et al., 2005; Ostrom et al., 2013). Die genaue Ursache
fur diese Altersverteilung bleibt unklar und konnte auf eine altersbedingte Plastizitat
des Tumors und eine unterschiedliche Zellzusammensetzung hinweisen (Neftel et
al., 2019; Hara et al., 2021; Schmitt et al., 2021). So konnten beispielsweise neueste
Studien zeigen, dass sich die Zellzusammensetzung mit dem Alter verandert, wie
beispielsweise in der Studie von Liu et al.,, in der ein steigendes Alter der
Patient:innen mit einem H3 K27M-mutiertem Gliom, mit einer Zunahme der
mesenchymalen (MES)-ahnlichen Zellen in der Tumorzusammensetzung assoziiert
war, was wiederum mit altersabhangigen Veranderungen des Immunmilieus in
Verbindung gebracht wird (Liu et al., 2022).

Des Weiteren stellten wir in unserer Studie fest, dass erwachsene Patient:innen mit
einem H3 K27M-mutiertem Gliom eine Pradisposition fir eine Lokalisation im
Dienzephalon zeigen, gefolgt von Mes- und Metencephalon. In unserer
padiatrischen Kohorte, aber auch gemal der Literatur, sind H3 K27M-mutierte
Gliome bei Kindern jedoch am haufigsten im Hirnstamm und hier insbesondere in
der Pons lokalisiert (Thust et al., 2021; Wang et al., 2021; Zheng et al., 2022).
Darlber hinaus konnten wir zeigen, dass die Tumorlokalisation im Mes- oder
Metencephalon mit einem signifikanten Uberlebensvorteil im Vergleich zu den
anderen Lokalisationen assoziiert war. Die Erklarung fur die Auswirkungen der
Tumorlokalisation im Gehirn auf das Uberleben bleibt nach wie vor ungeklart und

hangt mdglicherweise mit den unterschiedlichen Ursprungszellen und ihrer
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jeweiligen biologischen Aggressivitat in den verschiedenen Regionen zusammen
(Marques et al., 2016; Huang et al., 2020; Fu et al., 2021). Die Untersuchungen in
der Studie von Liu et al. zeigten, dass sich die Zusammensetzung der Zellen je nach
Tumorlokalisation andert, sodass Tumore im Dienzephalon einen erhéhten Anteil an
reiferen Oligodendrozyten-Vorlauferzellen aufwiesen, wahrend Tumore mit pontinen
Lokalisationen eine erhdhte Anzahl an unreifen Oligodendrozyten-Vorlauferzellen
aufwiesen (Nagaraja et al., 2019; Liu et al., 2022). Das Ausmal}, in welchem diese
Zellzusammensetzung sowohl die Bosartigkeit des Tumors als auch ihr biologisches
Verhalten beeinflusst, bleibt bisher ungeklart, zeigt jedoch die Heterogenitat dieser
Tumorentitat sowie die Dringlichkeit eines differenzierten Verstandnisses der
zugrunde liegenden Pathobiologie, um die Entwicklung wirksamer, zielgerichteter

Behandlungsstrategien fur diese schwerwiegenden Krankheit zu erleichtern.

Radiologisch konnten wir in der Magnetresonanztomografie bei 15,7% der Tumoren
keine Kontrastmittelaufnahme feststellen. Dabei wurde deutlich, dass insbesondere
Tumoren im Bereich des Metencephalons und Myelencephalons keine
Kontrastmittelaufnahme aufwiesen. Frihere Berichte hatten bereits Variationen in
der Kontrastmittelaufnahme beschrieben, was maoglicherweise ebenfalls auf eine
unterschiedliche Zellzusammensetzung hinweist (Dono et al., 2020; Schulte et al.,
2020). Einen Zusammenhang zwischen der Variation der Kontrastmittelaufnahme
des Tumors und der Malignitdt in Bezug auf das Uberleben konnte in der
vorliegenden Studie nicht dargestellt werden. Dennoch zeigte sich, dass Patienten
mit einer zystischen Tumorkomponente ein besseres Gesamtuberleben aufwiesen.
Dies verdeutlicht die unterschiedliche Biologie des Tumorwachstums bei dieser
Entitat, da eine nicht zystische Tumormorphologie haufiger bei stark infiltrierenden

Tumoren zu finden ist (Lai et al., 2011).

Histopathologisch zeigte sich bei 25% der Patient:innen ein Verlust des nuklearen
ATRX. In friheren Studien wurde ein ATRX-Verlust bei padiatrischen H3 K27M-
mutierten Gliomen nur selten festgestellt, bei Erwachsenen dagegen haufiger, mit
einer Inzidenz von 5 - 12,5%, und ebenso war ein nuklearer ATRX-Verlust in der
Padiatrie mit einem hdheren Alter assoziiert (Khuong-Quang et al., 2012; Zheng et
al., 2022). Daruber hinaus konnten wir zeigen, dass ein nuklearer ATRX-Verlust mit
einem signifikant besseren Gesamtiberleben assoziiert ist als bei Tumoren mit
ATRX-Retention, was im Einklang mit frGheren Studien steht (Ebrahimi et al., 2016;
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Vuong et al., 2021; Zheng et al., 2022). Dennoch wurde in anderen Studien mit H3
K27M-mutierten Gliomen beschrieben, dass der Verlust von ATRX bei Erwachsenen
mit einer kurzeren Gesamtlberlebenszeit vergesellschaftet war, nicht jedoch bei
Kindern (Wang et al., 2021; Gong et al., 2023). Es ist jedoch zu beachten, dass in
diesen Studien ein erheblicher Anteil (37,2%) der Patientiinnen in der
Erwachsenenkohorte palliativmedizinisch versorgt wurde, ohne dass eine Chemo-
und/oder Strahlentherapie durchgefuhrt wurde. ATRX weist mehrere Funktionen auf
und ist fur die Umgestaltung des Chromatins und als Histon-Chaperon notwendig.
Frihere Untersuchungen ergaben, dass der Komplex ATRX/DAXX (death-domain
associated protein) flr die Ablagerung von H3.3 an Telomeren und perizentrischem
Heterochromatin von wesentlicher Bedeutung ist, dennoch bleibt der
zugrundeliegende Prozess eines Uberlebensvorteils der ATRX-Mutation in dieser
Tumorentitat bisher ungeklart und bedarf weiterer Untersuchungen (Dyer et al.,
2017). Da ATRX an der Telomer-Verlangerung bei Gliomen beteiligt ist, schliel3en
sich ATRX-Mutationen und Mutationen im Telomerase-Reverse-Transkriptase
(TERT)-Promotorbereich aufgrund ihrer funktionellen Redundanz gegenseitig aus
(Liu et al., 2019). Der Erhalt von ATRX koénnte jedoch als prognostischer Marker
dienen und rechtfertigt daher eine aggressivere Therapie, d.h. eine Kombination von
Temozolomid mit Chlorethyl-Cyclohexyl-Nitrosoharnstoff (CCNU), analog zu den
Daten der CeTeG-Studie von Herrlinger et al. (Herrlinger et al., 2019), insbesondere

bei einer so jungen Patientenpopulation.

Eines der wichtigsten Erkenntnisse dieser Studie war jedoch die Feststellung, dass
weder eine vollstandige noch eine teilweise neurochirurgische Resektion einen
Uberlebensvorteil im Vergleich zur reinen Biopsie zeigte. Gleichzeitig konnten wir
einen Uberlebensvorteil bei Patient:innen mit einem hoéheren pra- und
postoperativen KPS von >80 zeigen. Dieser Uberlebensvorteil kdnnte darauf
zurtckzufuhren sein, dass die Patient:innen demnach besser in der Lage waren
eine adjuvante Behandlungen, wie Bestrahlung oder Chemotherapie, zu vollenden,
die fir die Verlangerung des Uberlebens dieser Patienten entscheidend sind.
Darlber hinaus liegt der Verdacht nahe, dass der Nutzen der chirurgischen
Resektion durch die Verringerung des KPS geschmalert wird, der sowohl bei einer
aggressiveren Resektion als auch bei schwer zu erreichenden Tumoren, gefahrdet
ist. Diese Hypothese wird dadurch gestutzt, dass wir bei Patient:innen, die sich einer

Resektion unterzogen, im Vergleich zu Patient:innen, bei denen nur eine Biopsie
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durchgefuhrt wurde, eine hohere Haufigkeit postoperativer Defizite sowie einen
langeren intensivmedizinischen Aufenthalt sehen konnten und dass sich der KPS
bei einer Resektion im Vergleich zu einer Biopsie nicht verbesserte. Da die haufig
eloquente und sehr zentrale Lage von H3 K27M-mutierten Tumoren mit einem
hohen chirurgischen Risiko fiur sekundare Morbiditdten und keiner KPS-
Verbesserung assoziiert ist und eine Gesamtresektion nur in einer Minderheit der
Falle erreicht werden kann, sprechen unsere Daten daflr, dass Tumoren mit
hochgradigem radiologischem Verdacht auf eine H3 K27M-Diagnose und hohem
Risiko flr sekundare Morbiditat vor einer neurochirurgischen Resektion zunachst
biopsiert werden sollten. Nach Bestatigung der Verdachtsdiagnose, sprechen
unsere Studiendaten daflr, dass neurochirurgische Eingriffe in erster Linie darauf
abzielen sollten, den KPS zu verbessern, das heil3t beispielsweise einen
Hydrozephalus zu behandeln oder, wenn dies sicher moglich ist, den Tumor zu
verkleinern, um neurologische Defizite zu verbessern und so die Einleitung einer
adjuvanten Therapie zu ermdglichen. Bei der Gesamtinterpretation unserer Daten
ist zu berucksichtigen, dass die bisher definierten Parameter zur Beurteilung der
Teil- und der Gesamtresektion nicht vollstandig auf diesen heterogenen, diffus
infiltrierenden Tumor der Mittellinie angewendet werden kénnen, zumal die
postoperative radiologische Beurteilung der Resektion in den Mittellinienstrukturen
schwierig ist. Daher kann die Aussage, dass die Wirkung einer Gesamtresektion auf
das Uberleben des Tumors begrenzt ist, letztlich nicht abschlieRend getroffen
werden. Da jedoch die Volumenreduktion durch Teilresektion das Ergebnis nicht
verbessert, empfehlen wir, dass das Ziel der Tumorresektion sehr sorgfaltig gegen

das Risiko einer klinischen Verschlechterung abgewogen werden sollte.

In Zukunft werden auch weitere diagnostische Ansatze, wie einer Biopsie mittels
Biomarker die Diagnostik und Behandlung diese Entitat unterstutzen. Erst kirzlich
gelang Afflerbach et al. eine zuverlassige Diagnose von H3 K27M-mutierten
Tumoren und anderen Hirntumoren durch Nanopore-Sequenzierungsanalysen des
Liquors (Afflerbach et al., 2023). Daher stellt sich die Frage, ob diese Tumoren mit
Verdacht auf eine H3 K27M-Mutation sowie einem begleitenden okklusiven
Hydrozephalus nun zunachst durch Anlage einer Liquordrainage eine Liquorprobe
zur histologischen Sicherung dienen kann und anschlieRend eine chirurgische
Resektion oder ausschliel3lich eine Biopsie entsprechend ihrer Entitat durchgefihrt

werden sollte, um (1) einen stabilen klinischen Zustand des Patienten
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aufrechtzuerhalten und (2) so bald wie mdglich eine adjuvante Therapie zu
beginnen. Die derzeitige Standardbehandlung nach chirurgischer Resektion oder
Biopsie ist nach wie vor die kombinierte Radio- und Chemotherapie mit
Temozolomid mit nachfolgender zyklischer Temozolomidtherapie nach dem Stupp
Protokoll (Stupp et al.,, 2009). Neue Behandlungsmdglichkeiten wie der
Histonacetylase-Inhibitor "Panobinostat”, der ALK2-Inhibitoren oder
Immuntherapien sind jedoch vielversprechend und werden derzeit erprobt (Hennika
et al., 2017; Benitez-Ribas et al., 2018; Carvalho et al., 2019; Argersinger et al.,
2021; Vitanza et al., 2021).

Die Immuntherapie hat dank der Entdeckung der Immuncheckpoints im letzten
Jahrzehnt einen grofden Durchbruch in der Behandlung verschiedenster Tumore
erzielt und dessen Bedeutung wurde durch die Verleihung des Nobelpreises der
Medizin an Allison und Honjo verdeutlich. Nun findet die Immuncheckpoint eine
routinemalige Anwendung bei vor allem malignen Melanomen, Lungentumoren,
Lymphomen sowie Nierenkarzinomen (Garon et al., 2015; Luke et al., 2017; Xu-
Monette, Zhou and Young, 2018; Curran and Kopp, 2021). In einer retrospektiven
Datenanalyse an rezidivierten, padiatrischen diffusen Mittelliniengliomen im Bereich
der Pons, welche mittels Re-Radiatio sowie mit und ohne PD-1 Inhibitoren
behandelt wurden zeigte sich eine Verlangerung des Gesamtiberlebens bei der
Kombination von Bestrahlung und PD-1 Inhibitoren (22.9 vs. 20.4 Monate) (Kline et
al., 2018). Neben der Immuncheckpoint Blockade zeigte auch die CAR-T Zell
Therapie in den letzten Jahren hoffnungsvolle Ergebnisse. So konnte in einer Studie
von Mount et al. eine erhdhte Expression von GD2 in H3 K27M mutierten Gliomen
festgestellt werden und diese mittels CAR T Zell Therapie adressiert werden (Mount
and Majzner, 2018). In der Phase | Studie von intravendser sowie bei Ansprechen
auch intraventrikularer GD2 CAR T Zell Therapie (NCT04196413) zeigte sich bei
drei von vier Patient:innen mit diffusen pontinen Mittelliniengliomen ein klinisches

sowie radiografisches Therapieansprechen (Majzner et al., 2022).

Daruber hinaus hat sich ONC201, ein Dopaminrezeptor-D2 (DRD2)-Antagonist und
ein Agonist der caseinolytischen Protease P (CIpP), als vielversprechendes
therapeutisches Medikament zur Bekdmpfung von Gliome erwiesen. Insbesondere
H3 K27M-mutierte Gliome haben eine erhéhte Anfalligkeit flir ONC201 gezeigt. So

wurde beispielweise in einer klinischen Studie flr rezidivierende Glioblastome durch
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Zufall ein erwachsener Patient mit einer H3 K27M-Mutation eingeschlossen, dessen
Uberleben sich nach der Behandlung mit ONC201 deutlich verbesserte (Arrillaga-
Romany et al., 2017). Eine weitere Studie von Chi et al. untersuchte sieben
erwachsene Patient:innen mit rezidivierendem H3 K27M-mutiertem Gliome, die mit
ONC201 behandelt wurden. Die Erwachsenen in dieser Studie zeigten keine
signifikante Verlangerung des mittleren progressionsfreien Uberlebens im Vergleich
zu den padiatrischen Patient:innen (15 vs. 13 Wochen) (Chi et al., 2019). Kurzlich
verOffentlichten Venetti et al. die Ergebnisse von zwei klinischen Studien
(NCT03416530, NCT03134131), in denen ONC201 sowohl bei padiatrischen als
auch bei erwachsenen H3 K27M-mutierten Gliomen eingesetzt wurde, und
berichtete Uber eine signifikante Verbesserung des Gesamtiberlebens (Venneti et
al., 2023). Wir analysierten die veroffentlichten Daten in Bezug auf altersabhangige
Unterschiede und stellten fest, dass fir die Gruppe der erstdiagnostizierten, sowohl
erwachsenen (>18 Jahre) und padiatrischen (<18 Jahre) H3 K27M-mutierten
Gliome kein signifikanter Unterschied im Gesamtliberleben bestand, wenn sie nach
der Bestrahlung mit ONC201 behandelt wurden (26 vs. 21,7 Monate, p=0.7540). In
der Kohorte der rezidivierten H3 K27M-mutierten Gliome wiesen erwachsene
Patient:innen jedoch ein signifikant langeres Gesamtiberleben auf, wenn sie mit
ONC201 behandelt wurden, verglichen mit ihren padiatrischen Pendants (11,4 vs.
5,8 Monate, p=0.0275). Dies deutet darauf hin, dass erwachsene Patient:innen mit
rezidivierendem H3 K27M-mutiertem Gliomen besser auf eine ONC201-Therapie
ansprechen. Dartber hinaus wurden vor kurzem zwei klinische Phase-II-Studien flr
erwachsene Patientiinnen mit rezidivierendem H3 K27M-mutiertem Gliom
eingeleitet, die mit ONC201 behandelt werden (NCT03295396; NCT02525692),
was Hoffnung auf weitere Erkenntnisse und potenzielle therapeutische
Durchbriiche bei der Behandlung von erwachsenen H3 K27M-mutierten Gliomen
gibt.

Zusammenfassend zeigt unsere Studie, dass der derzeitige chirurgische Ansatz
kritisch hinterfragt werden sollte und primar die Biopsie als chirurgische Behandlung
in Erwagung gezogen werden sollte, vor allem bei Tumoren im Bereich der
Mittellinie mit hochgradigem Verdacht auf eine H3 K27M-Mutation. Da ein groReres
Resektionsausmal keinen Uberlebensvorteil bietet und ein hdheres Risiko fiir
schlechtere postoperative Ergebnisse birgt, profitieren Patient:innen in erster Linie

von einer Minimierung ihrer praoperative und postoperative neurologische Defizite.
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5.Zusammenfassung

H3 K27M-mutierte Gliome wurden erstmals 2016 als eigene Tumorentitat der
Gliome definiert. Aufgrund der besonderen Haufigkeit dieser bosartigen Tumorart
haben sich bisherige Studien hauptsachlich auf das typische Erscheinungsbild
dieser Tumoren bei Kindern und jungen Erwachsenen konzentriert, was den Bedarf
an einem besseren Verstandnis der prognostischen Faktoren und der Auswirkungen
der Operation bei erwachsenen Patient:innen erhoht hat. Folglich berichten wir in
der vorliegenden Studie Uber eine multizentrische Analyse dieser Tumorentitat im
Erwachsenenalter. Hierzu haben wir alle molekularbiologisch und histopathologisch
gesicherten Falle von H3 K27M-mutierten Gliomen bei Patient:innen tber 18 Jahren
eingeschlossen, die zwischen 2016 und 2022 eine neurochirurgische Operation
erhielten. Fur diese Patient:innen wurden dann die klinischen, radiologischen und
chirurgischen Merkmale analysiert, und sowohl univariate als auch multivariate
Analysen durchgeflihrt, um prognostische Faktoren zu herauszufinden. Die Studie
umfasste hierbei insgesamt 70 Patient:innen mit einem Durchschnittsalter von 36,1
Jahren. Das mediane Gesamtuberleben betrug 13,6 £14 Monate. Eine vollstandige
Resektion wurde bei 14,3% der Patienten erreicht, wahrend bei 30% eine subtotale
Resektion und bei 54,3% eine Biopsie durchgefuhrt wurden. In der
Uberlebensanalyse zeigte sich, dass vor allem Tumoren mit einer Lokalisation im
Telenzephalon/Zwischenhirn/Myelenzephalon mit einem schlechteren
Gesamtliberleben assoziiert waren, wahrend hingegen eine Lage im
Mesenzephalon/Metencephalon ein signifikant langeres Gesamtiberleben aufwies
(8,7 vs. 25,0 Monate, p=0,007). DarUber hinaus zeigte ein praoperativer Karnofsky-
Performance-Score (KPS) < 80 ein geringeren Gesamtuberleben (4,2 vs. 18
Monate, p=0,02). AuBerdem konnten wir feststellen, dass der Verlust von ATRX, der
bei 25,7% der Patient:innen nachweisbar war, mit einer Verlangerung des

Gesamtluberlebens assoziiert war (31 vs. 8,3 Monate, p=0,0029).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass Patient:innen, die sich einer Resektion
unterzogen, keinen Uberlebensvorteil gegeniiber einer Biopsie nachwiesen (12 vs.
11 Monate, p=0,4006). Unsere Ergebnisse zeigen zudem, dass der ATRX-Status,
die Tumorlokalisation und der KPS das Gesamtuberleben bei H3 K27M-mutierten

Gliomen signifikant beeinflussen.
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6. Summary

H3 K27M-mutated gliomas were first described as a distinct tumor entity in 2016.
Due to the notable prevalence of this malignant tumor type, previous studies have
primarily focused on their typical presentation in children and young adults,
highlighting the need for a better understanding of prognostic factors and the impact
of surgery in adult patients. Consequently, our study presents a multicenter analysis
of this tumor entity in adults. We included all molecularly and histopathologically
confirmed cases of H3 K27M-mutated gliomas in patients older 18 years who
underwent neurosurgical procedures between 2016 and 2022. Clinical, radiological,
and surgical features were analyzed for these patients, and both univariate and
multivariate analyses were conducted to identify prognostic factors. The study
comprised a total of 70 patients with an average age of 36.1 years. The median
overall survival was 13.6 £14 months. Complete resection was achieved in 14.3%
of patients, while subtotal resection and biopsy were performed in 30% and 54.3%

of cases, respectively.

Survival analysis revealed that tumors located in the telencephalon/di-
encephalon/myelencephalon were associated with poorer overall survival, whereas
a location in the mesencephalon/metencephalon was significantly associated with a
longer overall survival (8.7 vs. 25.0 months, p=0.007). Additionally, a preoperative
Karnofsky Performance Score (KPS) <80 was associated with lower overall survival
(4.2 vs. 18 months, p=0.02). Furthermore, we found that the loss of ATRX, observed
in 25.7% of patients, was independently associated with prolonged overall survival
(31 vs. 8.3 months, p=0.0029).

In summary, patients who underwent resection did not demonstrate a survival
advantage over those who underwent biopsy (12 vs. 11 months, p=0.4006). In
addition, our results indicate that ATRX status, tumor localization, and KPS

significantly influence overall survival (OS) in H3 K27M-mutated gliomas.
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7. Abklrzungsverzeichnis

5-ALA 5-aminolevulinic acid

ALK-2 Activin receptor-like kinase 2

ATRX Thalassemia/mental retardation syndrome X-linked
CCNU Chloroethyl-cyclohexyl-nitrosourea

DAXX Death-domain associated protein

DMG Diffuses Mittelliniengliom

EZHIP Enhancer of Zest Homologs Inhibitory Protein
HGG Hoher-gradiges Gliom

ITS Intensivstation

IDH Isocitrate dehydrogenase

IONM Intraoperatives Neuromonitoring

KPS Karnofsky Performance Score

MEP Motorisch evozierte Potenziale

MES Mesenchymal

MGMT O%-methylguanine-methyltransferase

MRT Magnetic Resonanztomografie

mt Mutant

OPC Oligodendrocyte-progenitor cells

SEP Somatosensorisch evozierte Potenziale
WHO World Health Organization (Weltgesundheitsorganisation)
Wt Wild-type

TERT Telomerase Reverse Transcriptase
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Abstract

Background. H3 K27M-mutated gliomas were first described as a new grade 4 entity in the 2016 World Health
Orpanization classification. Current studies have focused on its typical appearance in children and young adults,
increasing the need to better understand the prognostic factors and impact of surgery on adults. Here, we report a
multicentric study of this entity in adults.

Methods. We included molecularly confirmed H3 K27M-mutated glioma cases in patients = 18 years diagnosed
between 2016 and 2022. Clinical, radiological, and surgical features were analyzed. Univariate and multivariate
analyses were performed to identify prognostic factors.

Results. Among 70 patients with a mean age of 36.1 years, the median overall survival (0S) was 13.6 + 14 months.
Gross-total resection was achieved in 14.3% of patients, whereas 30% had a subtotal resection and 54.3% a biopsy.
Tumors located in telencephalon/diencephalon/myelencephalon were associated with a poorer 05, while a location
inthe mesencephalon/metencephalon showed a significantly longer 05 (8.7 vs. 26.0 months, P = .007). Preoperative
Karnofsky-Performance Score (KPS) < 80 showed a reduced OS5 (4.2 vs. 18 months, P=.02). Furthermore, ATRX
loss, found in 26.7%, was independently associated with an increased 0S5 (31 vs. 8.3 months, P=.0029). Notably,
patients undergoing resection showed no survival benefit over biopsy (12 vs. 11 months, P=.4006).

Conclusions. The present study describes surgical features of H3 K27M-mutated glioma in adulthood in a large
multicentric study. Our data reveal that ATRX status, location and KPS significantly impact 05 in H3 K27M-mutated
glioma. Importantly, our dataset indicates that resection does not offer a survival advantage over biopsy.

+ Greater extent of resection did not improve survival in H3 K27M-mutated glioma.

* Tumors located in mesencephalon or metencephalon show longer survival.
* Muclear loss of ATRX was highly associated with better survival.

H3 K27M-mutated gliomas are among the mest malig- of tumors of the central nervous system. Here, H3 K27M-
nant intrinsic brain tumors and have only recently been dis-  mutated gliomas are defined by the following features: (1)
tinguished from the CMS-World Health Organization (WHO)  infiltrative lasion primarily located in the midline structures
grade 4 glicblastormna group due to their unigue molecular sig-  and (2) the presence of a H3 K27M mutation.!
nature. Subsequently, H3 K27M-mutated gliormas werea raclas- In these cases, making up 70% of H3 K27M-altered cases,
sified as a separate tumor entity in the 201 8WHO classification a mutation is found in the H2F2A gene or, less frequently, in
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Importance of the Study

Our study identified clinical and molecular prognostic
parameters for the overall survival of H3 K27M-mutated
glioma in adults, including tumor location, pre- and post-
operative Karnofsky grading. Furthermore, our study

HIST1H3B/C2 ganes.> This somatic heterozygous muta-
tion leads to a lysine-to-methionine substitution resulting
in a global loss of trimethylation and an enhancement of H3
K27 acetylation, which is associated with an upregulation
of proto-oncogenas and suppression of cellular differen-
tiation leading to aggressive proliferation.5# Furthermore,
since the 2021 WHO classification update, the tarm H3
K27M-rmutated turmors has been expanded to "H3 K27M-
altered tumors” Within this category, up to 15% of the
cases of diffuse midline glioma exhibit a HIF3A wild type.
Howevear, these casaes ara marked by an overexpression of
Enhancar of Zest Homologs Inhibitory Protein resulting in
loss of H2 K27M trimethylation with equal biological ef-
facts and tumor characteristics.”#

H3 K27M-mutated glioma occurs predominantly in
children and young adults, accounting for nearly 20% of
all childhood brain turmors. Hare, they are uniformly asso-
ciated with an invariably poor prognosis and show a me-
dian overall survival {05) of 10-14 months.'%" Considering
that these tumors typically arise in midline structures with
a diffuse, infiltrative growth pattern, gross-total resaction
is typically impossible to achieve. Radioctherapy is a fun-
damental component of adjuvant treatment after surgical
treatrmant, with a recommanded dose of 54 to 60 Gy ad-
ministered over 6 weeks most often in combination with a
chemotherapeutic agent. However, to date, combinations
of radio- and different chemeotherapies have also not led to
improved outcome.

Due to an increase in molacular pathologic analysis in
the daily routine and integration of H3 K27M staining, it
has become apparent that this tumor entity alse occurs in
adults. NMonetheless, after many large studies focusing ex-
clusivaly on pediatric cases of this tumor entity, the clinical
behavior in adults remains unclear, especially cormpared to
their pediatric countarparts and H2 wildtype gliomas. To
date, adult H3 K27M-mutated gliomas have been treated
as aggressively as pediatric gliomas, namely by extensive
resaction followed by combined radio-chemotherapy.

The present study aimed to identify prognostic factors
and potential clinical subgroups of all H3 K2Z7M-mutated
cergbral gliomas in adults.

Materials and Methods
Study Cohort

We retrospectively collected all adult intracranial gliomas
harboring a H3 K2TM mutation {n=70), who received
surgical treatrnent at a total of 8 different neurosurgical
centers in Germany and Austria between 2016 and 2022,

critically discusses the impact of surgical resection and
offers a new insightinto how far a surgical resection is
beneficial in this rare and only recently defined tumaor
entity in adults.

Patiants were identified by positivity for H3 K27M antibody
staining using immunechistochemistry with monoclonal
Anti-Histona H3 (KZ7M mutant) antibodies {rabbit mono-
clonal clone RM192, RewMARB Biosciences, San Francisco)
regardless of midline imvolvernent. The minimurm age at
time of initial diagnosis was set to 18 years. Additionally,
wie included all available pediatric patients (under 18 years;
n=17) as a reprasentative group for comparison with our
adult cohort {Supplementary Table 1). The study was ap-
proved by the medical ethics committee of the Hamburg
chamber of physicians {2023-300282-WF) and performed
in accordanca with the hospital regulations of Hamburg, as
wall as the Declaration of Helsinki. Informed consent was
obtained from all patients.

Patient Characteristics

Patient demographics and characteristics were retrospec-
tivaly obtained from the hospital records. The clinical
features analyzed were divided into preoperative and post-
operative presentations. For the preoperative charactaris-
tics, we analyzed Karnofsky-Parformance Scora (KPS), age,
gender, and the occurrence of various clinical symptoms
such as nausea/vomiting, headache, hemiparesis, and ssiz-
ures. For postoperative characteristics, we further analyzed
KPS, length of stay at intensive-care units (ICU), and inci-
dence of clinical deficits. We also considered the adjuvant
therapies used, which were divided into combined radio-
chemotherapy and standalone radiation therapy or che-
motharapy with temozolomide. The median follow-up was
9.8 months (range: 0-63.8). A total of 15 (21.4%) patients
ware lost to follow-up after surgery. Additionally, 9 patients
(12.8%) ware still alive and their median follow-up time
wias 23.1 months {ranga: 7-40).

Surgical Parameters

The following surgical features were analyzed: Extent
of resection (EOR), surgical approach including posi-
tioning, histopathological results of intracperative
cryosactions, and the use of intraoperative tools, in-
cluding neurcnavigation, intraoperative neuromonitoring
{IOMM) and flucrescent guidance. Patient positioning was
divided into prone, supine, and lateral position. Surgical
approachas were further divided into 5 groups: (1)
suboccipital, (2) retrosigmoidal, (3) pararmedian, (4) con-
vexity, and (5) biopsy including frame-based stersotactic
and neurcnavigation-guided needle biopsies. The EOR was
assessed by using postoperative radiographic imaging to
measure volumetrics of the postoperative residual turmor
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and was then classified into gross-total resection (GTR;
=b% residual), subtotal resection {STR; =5% residual), and
biopsy. The results of intraoperative cryosections were
subdivided into high-grade glioma, low-grade glioma, and
no tumor. I0NM was subdivided into cortical mapping,
motor evoked potentials, and somatosensory evoked po-
tentials. The fluorescent agent used was 5-aminolevulinic
acid (5-ALA).

Radiographic Analysis

On radiographic magnetic resonance imaging (MRI), wea
analyzed turmor location, volume, and midline involve-
ment including the extent of midling shift, the size of
adema, ventricular involvernant of the tumor, and the
presence of contrast enhancement (CE). Tumor location
was divided into 5 main groups: (1) telencephalon (in-
cluding frontal, parietal, ternporal, and occipital lobes),
(2) diencephalon (thalamus and basal ganglia), {(3) mes-
encephalon, (4) metencephalon (pons and cerebellum),
and (5) myelencephalon. A unified study protocol was
compiled, where volumetric measuremeants ware clearly
defined. Herain, the turnor velume was calculated using
the approximation formula (a x b = ¢/2), where a, b, and ¢
reprasents tumor length, width, and height. An approxi-
rmation of the extent of peritumoral edema was quantified
from T2-weighted MBI sequences, then subtractad from
the extent of the tumer and finally calculated with the
above formula. The residual tumor volurme was assessed
on MRls, performad within 72 hours after resection, by
comparing T1-weighted images with and without CE.

Neuropathological Analysis

The current study included only patients with proven H2
K27M mutation and isocitrate dehydrogenase (IDH)-wild-
type status in immunohistochemistry. Furthermore, the
following histopathological and molecular tumor features
were analyzed: O&methylguanine-methyltransferase
(MGMT) status, alpha-thalassemia/mental retardation
syndrome X-linked [ATRX) status, and DMNA-methylation
analysis (450 k or 850 k) with its melecular subclass and
classifiar score when available.

Statistical Analysis

Univariate and multivariate analyses weare then performed
to identify prognostic factors using GraphPad Prism 9 soft-
ware. An unpaired 2-tailed Student's {-test was used to an-
alyze continuous scale data, and 2 group comparison was
parformed with the 2-sided Fisher's exact test. Multivariate
analysis was done on significant factors using multivar-
iate Cox proportional hazards models and significance
testing (a=0.05). Overall survival was analyzed uszing the
Kaplan-Meier method. The log-rank test was used to per-
form univariate assessments of Kaplan—Maier plots. The
progression-free survival (PFS) was calculated from the
time of first intervention. Pvaluas were considerad signifi-
cant when < .05.

Ryba et al.: H3 E2TM -mmtated glioma in adults

Results

A total of 70 adult patients with H2 K27M-mutated glioma
underwent surgery betwesan February 10, 2016 and Octobear
18, 2022, Their characteristics are summarized in Table 1.
The clinical presentation included nausea and vomiting
(30%, n=21), headache (43.5%, n = 30), hemiparesis (30%,
n=21), seizures (4.3%, n=2), and cranial nerve palsies
[37.2%, n= 26;Table 1).

The median overall survival {05) was 13.6 + 14.2 months.
Atotal of 44 [62.8%) patients died as a consequence of the
progression of their underlying oncological disease during
our follow-up. Statistical analysis of survival testing is
summarized inTable 2.

The most frequent location of H3 K27M-mutated glioma
was diencephalon (n = 38, 54.3%) subdivided into thalamus
and basal ganglia followed by metencephalon (n=12,
172.1%), including pons and carebellum (Figure 1A). Other
locations included the mesencephalon (n=10, 14.3%),
myelancephalon (n=86, 8.68%), and telencephalon (n=4,
E.7%). However, padiatric H2 K27M-mutated gliomas
were most frequantly located in the metencephalon with
B88.8 (n=11; Supplementary Table 1). Most H3 K27M-
mutated glioma cases showed a location inveolving the
midline (24.2%, n=53).The median age at initial diagnosis
wias 33 years (range: 18-64), and the fernale-to-male ratio
was 1:1.4 (famale 41.4%; male 58.6%; Figure 1B). Tumor lo-
cation was found to vary with age, such that tumors in the
telencephalon or diencaphalon had a significantly lowsar
mean age than tumors in the rmyelencephalon (Figure
1C). Tumors located in telencephalon/diencephalon/
myalencephalon were associated with poor 05, whereas
location in the mes-matencephalon had a significantly
batter OS5 (8.7 vs. 25 months, P=.007; Figure 1D and 1E).

On MRI analysis, H3 K27M-mutataed gliomas showed a
heterogenesous appearance (Figura 2A). CE on MRI was
present in most of the cases (771%, n=>54; Figure 2B).
Obstructive hydrocephalus was observed in almost half
of the patients (n=231, 44.3%; Figure 2C). Most H3 K27M-
mutated glioma cases showed a location involving the
midline {84.3%, n=>59). The mean approximated tumor
volume was 12.2 £13.1 em?® and mean volume of edema
reachaed 10.4+13.1 cm® This measurement protocol
was consistently applied across all participating centers.
Furthermore, tumors with a cystic component were asso-
ciated with a survival benefit comparad to non-cystic le-
sions independent of age and location (23 ws. 5 months,
P=.0048).

Half of the cases were operated via a supratantorial
transcortical approach (50%, n=235), followed by 20% of
frame-based stersotactic or meuronavigation-guided bi-
opsies (n=14), 15.7% of suboccipital approaches (n=11),
8.6% of interhemispheric approaches (n=6) and 4.2% of
retrosigmeidal approaches (n=3; Figure 34).The most fra-
guently used patient positioning in this tumer entity was a
supine position (528.6%, n=41), followed by prone (25.7%,
n=18) and lateral position {4.3%, n=2). Neuronavigation
was used in 62.8% (n=44) of all cases, whereas fluores-
cent guidance was used in 21.4% (n=15) of cases (Figure
3B). In addition, intraoperative neuromonitoring (IONM)
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Table 1. Patient and Tumor Characteristics

Clinfeal data Surgical data

At admission Patient positioning-n (° g
Age (yearsl-madian (rangs) 33 (18-84) Supins 41 (588 =
Gender—n (%) Prons 18(25.7) -3

Fernals 20 (41.4) Lateral 3(4.3) %
Mals 41(58.8) Surgical procadura—n (%) 2
MNaussaVomiting—m (%) 21 (30) Biopsy 38 (55.7) -ﬁ
Headache—n (%) 30 (43.5) Resaction 26 (371) 5
Hemiparesis—n (%) 21 (20 Bath ST %
Seizures-n (%) 32(4.3) Approach-n (%) g
Cranial Nerve Palsy-n (%) 26 (37.2) Suboccipital n {157 :g
Preoperative KPS-mean (SD) 80.43 + 10.50 Retrosigmoidal 3(4.3) E
Paramedian & (B.6) 2

After Surgery Convexity 35 (50) g
Neurclogical Deficita—n |%) 8 (371 Stereotaxy/Varioguide 14 (20) g
New Neurological Deficits—n (%) g(n4) EOR-n (%) a2
Hemiparesis after surgery—n (%) 23(32.9) GTR 10(14.3) E
Length of ICU stay [d]-nean (SD) 4,367 £ 8.6822 STR 21 (20) g—
Postoperative KPS—rnedian (SD) TO.00 £22.27 Biopsy 38 (54.3) %

Follow-up 1O M- (%) &
Follow-up [months]-median (rangs) 0.8 (0-53.8) Total 24 (34.3) ;
Recumance—n (%) 53 (75.7) Cartical mapping 7 (10) =
Progression-free survival-median (SD) 7557 + 8.004 MEP 23(32.8) ’&.‘
Death-n (%) 44 (62.8) SEP 18(25.7) 2
Owverall survival-median (SD) 13.62 +14.23 ;

Navigation—n (%) 44 (62.8) H

Radiogrsphic date Fluorescence, 8.g. 5-ALA-n (%) 15 (21.4) §

Localization—n (%) Aavake surgery-n (%) [N {i)] %
Telencaphalon 4(5.7) §

Frontal Lobe 3(4.3) Histological dats -§
Pariatal Loba 1(1.4) Results of Cyro Saction—n (%) §
Temporal Lobe o High-grade gliema 23 (329) ;
Diencaphalon 38 (54.3) Low-grade glioma a(12.8) =
Thalamic 26 (51.4) NoTumor 2(4.3) F
Basal ganglis 2(29) Unkown 35 (50) E
Mesencephalon 10(14.3) MGMT-n (%) ;
Meatencsphalon 12{1721) mathylated a(12.8) E_
Pons 8(14) ATRX-n (%) a
Caraballum 4(57) loas 18 (25.7) E
Myslencaphalon A (8.8) KIiET [%] - mean ISD) 23.20 + .06 §
p53 - mean (SD) 24414 3073 =

Contrast enhancement—n (%) Muolecular data :!f
ves B4 (77.2) 450K (%) 1 (1.4) r
no (157 B50k—n (%) 31 (44.3) ®
Unkown 5(71 Not available—n (%) 38 (54.3)

Side—n (%) Subclass—n (%)

Lift 24 (48.8) HIKZTM 24 (:.3)
Right 21(320) Glioblastorma 1(1.4)
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Clinical data Sungical dats
At admission Patient positioning-m (%)

Both 10 (71)
Midline involvemeant—n (%) 50 (84.3)
Cystic-n (%) 16122.8)
Ventricular involve ment—n (%) 251(42.4)
Hydrocephalus—n (%] 31144.3)
Midline Shift (cm -mean | 5D) 0.35+0.45
Edema lcm®-mean (SD) 10.4 +13.7
Volume (em®-mean (SD) 12.2+131
Residual volume (em™)-mean (SD) 6.4+ 6.4

Mo match 4(57)
Classifier score—mean (5D 0.86 + 0.21
Adjuvant therspy
Cheamotharapy
Chamotherapy (CTl-n (%) 3(4.3)
Combined RT/CT-n (%) 53(75.7)
CT duration [eycles] - mean (SD) 4.3 (+2.0)
Radiation-n (%] 58 (82.8)
Radictherapy (RT)-n (%) S5(71)
Combimed RT/CT-n (%] 53(75.7)
AT dose—n (%)
=54 Gy 47 (81.0%)
=54 Gy 3 (5.2%)
Unkown 8(13.8%)

n, Numbar, 5D, Standard deviation; KPS, Karnofsky-Performance Score; EOR, Extent of resection, GTR, gross-total resection; STR, subtotal resection,
IONM, intraoparative neuromonitoring; MEP, motor evoked potantials; SEP. somatosensory avoked potantials.

was usaed in 34.3% (n = 24}, with MEPs being the most fra-
quent method [32.8%, n=23), followead by SEPs in 25.7%
{n=18) of cases (Figure 3B).

Preoparatively, more than half of the patients (54.3%)
presented with a Karnofsky-Performance Status (KPS) z 90
(Figure 2c). A preoperative KPS of < 80 did not affect PFS
(Figure 2D). Howevear, a preoperative KPS = 80 was asso-
ciated with worse O3 in the Kaplan-Meier (4.2 vs. 180
months, P=.02; Figure 2E). Postoperatively, patients had
a slightly lower KPS, leaving only 47.1% of all cases with a
KPS greater than or equal to 90 (Figura 2F). A lower post-
operative KPS of< 80 had no significant impact on PFS
(Figure 3G). Nevertheless, we found a survival advantage
for patients with a postoperative KPS 290 (5.8 vs. 23.1
months, P=.0002; Figure 2h).

Regarding the EOR, biopsias ware performed in over half
of the patients {54.3%, n =38), encompassing stereotactic
or neuronavigation-based biopsies as well as open, trans-
cortical biopsies. Among those who undarwent resection,
radiographically complete resection (GTR) was achieved
in 14.3% (n=10), whereas subtotal resection (STR) was
achieved in 30% (n=21; Figure 3l). Our study shows that
patients who received resection (GTR/STR) did not show a
significant survival benefit in either PFS (Figure 3J) or OS
compared to biopsied patients (P=.9666; Figure 3K). This
was also confirmed by assessing the residual volume after
resaction, and no substantial enhancerment in survival was
observad when evaluating: (1) the median of 8cm? of re-
sidual volume (P=.8831) and (2) guartiles categorized
as< 2em?, 3-8 cm?, 8-20 em?®, and =20 cm? (P=.3482: Table
2). Complete GTR was more frequently attained in adults

compared to children {10% vs. 0%, P=.0439). Additionally,
pediatric patients presented a slightly, nonsignificantly
shorter median OS5 of 10,15 months (P=.4765).
Furthermora, patients who undanwent resection |GTR/STR)
did not show a significant improvement in the KPS owver
the onas who underweant biopsy (P = 8644 Figura 3N}).

Wa further analyzed patients who experienced a de-
cline in their KPS following surgery to identify individuals
for whorm resection might not be advisable. However, our
investigation did not reveal any significant differences in
terms of age, tumor size, edema, tumor location, or the
presence of preoperative hydrocephalus (Supplementary
Table 3). Additionally, patients who experienced a de-
cline in KPS after surgery received intracperative
neuromonitoring (IONM), neuronavigation, and fluoras-
cent guidance at a similar rate to those who did not ex-
perience a decline. Howewver, it is worth noting that a
significantly higher proportion of patients with worsened
postoperative KPS were operated on in the prone position
compared to those with stable or improved KPS (42.9% vs.
18.2%, P=.0291). Moreovar, patients who experienced a
decrease in KPS following surgery had a notably extended
duration of stay in tha ICU compared to those with stable
or improved KPS (8.2 vs. 2.5 days, P=.0272). Additionally,
patients who underwent surgical resection (GTR/STR) ax-
perienced notably extended stays at the ICU) compared to
those who underwent biopsies (2.2 vs. 6.9 days, P=.00337;
Figure 3L). Moreovar, patients who had resection exhibited
a significantly higher occurrenca of ongoing or new post-
operative deficits when compared to those who under-
went biopsy only (23.1% vs. B4.8%, P=.0120; Figure 3M).
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Table 2. Overall Survival and Progression-Fraa Survival as Prognaosticators

Median OS5 (mont adian PFS (mont P-valua
Clinical data g
Age (years) E
=33 14.4 5756 na B 2407 ne %
<33 a9 13 %
<24 1 5700 ns 75 AET ns 2
24-33 087 5.5 3
33-50 23.1 3 =
=50 n B %
Gender g
Male 13 JETET na B.5 5140 ne -]
Fermale a7 = | E
Clinical symptoms 2
Hemiparesis 19 604 na 5.8 0845 ns g
Mo hemiparesis 9.9 B g
Mausea 12 4816 ns 8.5 T14 ns g
Mo nausea 9.9 5 E
Cranial narve palsy 13 L8103 na 4.5 J215 ne §
Mo cranial marve Palsy 12 8 §
Headacha 13 474 na B 3507 ne &
Mo headache 10.E 4.8 %
Saizure 12 521 na 4.8 0829 ns g
Mo saizure 12 B.5 g
Preoperative KPS =]
=80 23.1 0042 . 6 0781 ns 5
=80 65 537 §
280 18 .02 . ] 5081 ns 2
<80 4.2 6.5 %
Fostoperative KPS §
=80 231 .0ooz2 . FAl 1Ne8 ne §
=80 58 55 B
Radiographic ;
Hydrocaphalus 12 .TTa8 na B 810 ne =
Mo hydrocsphalus 13 6.1 H
Midline Involvement a5 Js28 na B A58 ne g
Mo midline Involvement 231 8.3 }
CE a8 2520 ns 5.05 2395 ns g
Mo CE 231 ns =]
Cystic 13.85 JE488 na 3 0048 . E
Mon-cystic n c é
Side =
Laft 14 4535 na 74 M0E52 ne 1?
Right 87 4 ]
Bath 71 4.5 ®
One-sided tumor (left/right) 12 5750 na B JB043 ns
Both hemispharas Al 4.5
Edama fem?)
=45 8.4 .8ozg na 4.4 AN ne
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b |

o2
Table 2. Continued E E
59
Madian 05 {maonth g- n PFS (months) Pvalus é
24,5 15 7
0-0.5 crm® 3 a0s na 75 0805 na
0.5-4.5 orr 44.049 7
4.5-12,5 cm® 8.4 4 T
>12.5 em? 8.3 73 2
Residual volume fem?) g
=8 cm? 8.4 eam ns 8.5 8584 ne 5
=8 cm? n 55 %
<3 cm? 15 3482 na 0.65 /3330 ns g
3-8 em?® 6.1 45 2
820 cm? 14.4 7 g
20 o 8 5 £
=20 crm? 8 L2538 na 5 BT na g
=20 o 14.4 [ s
Volume fem?) g
=8.5 a5 G006 na 51 8714 na g
=B.5 14.4 B8 %
<3 18 1044 ne a 2138 ns g
385 5.8 4.8 &
8.5-18 8.4 %
=18 12 73 g
Location =
Messncaphalon 250 om . 8.9 5308 ne _8:
Diancaphalon a5 5 %
Metencephalon ;L ns g
Myalancephalon 10.5 4 2
Telencephalon 2.82 7 %
Met-Mesencephalon 25.04 .oo7 L 0.7 310 J §
Tel-Di-Myslancephalon 8.7 5 a
Histopatholagy g
MGMT g
methylated 13 8742 ne 5 2076 ns =
non-methylatad 14 7 S
Classifier score §
=0.0 a5 008 Ll 5 DEE1 ns T
<0.8 40.2 15.05 g
ATRX a
Loss N 0029 . 123 0280 . g
Retention 8.3 55 El
Cyro section 'i
Malign 0.87 1023 ns B8 0280 . ]
Benign 44 218 g
No tumar 168 5.1 ®
Malign 0.0 AM5T . [ DOED .
Benign/™o tumar 203 2.8
Surgical
Approach
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Table 2. Continuad

Median OS5 (months)

Median FFS (months)

Suboccipital 15
Ratrosigrmoidal 3835
Paramedian 8.1
SterectaxyNarioguide 8.4
Convexity 9.9
IO a5
No IONM 14
EOR
GTR as
STR 12
Biopay n
Rasaction (GTR/STR) 12
Biopay mn
Therapy
RT 14.4
cT a7
RTICT a1
Combinad therapy (RT/CT) 14.4
Single treatment (RT or CT) a7

.3822

704

L2730

072

Ja72 ne

JMs ns

el ne

Al

na 7074

B0 ne

el ne

857 ne

08, Overall survival, PFS, Progression-frea survival, ns, not significant; KPS, Kamofsky-Parformance Score; EOR, Extant of resaction, GTR, gross-
total resection; STR, subtotal resaction, I0MM, intraoparative neuromonitoring; MEP, motor avokad potantials; SEP. somatosansory evokad potantials.,

After the surgical procedurs, 75.7% of the patients received
combined radio-chemotherapy, while in only 4.3% of all
patients, standalone chemotherapy was administered and
7.1% underwent radiotherapy only. Out of all patients, that
recaivad adjuvant radiation, (n=58, 82.8%), n=47 (81.0%)
recaivad their recommended dose (=54 Gy) of adjuvant ra-
diotherapy and in only n=8 (13.8%) patients the dose re-
mained unknown. Three patients {5.2%) ware not able to
recaive their full recommended dose of = 54 Gy (Table 1).
Furtharmore, a total of n=52 (75.5%) of patients received
a combination of radio- and chemotherapy as an adju-
vant treatrment. Within these patients, all of them received
temozolomide as a chemotherapeutic agent. The mean
number of chemotherapeutic cycles was 4.3 + 2.9 months.

In  the histopathological analysis, intraoperative
cryosaction resulted in low-grade glioma in 12.8% (n=19),
high-grade glioma in 32.9% (n=23), and no tumor was
found in 4.3% (n =23} of cases, but later in the final histo-
logical specimen (Figure 4A). Furthermora, the MGMT
promotar was methylated in 12.8% of the cases (n=19).
In 26.7% (n=18) of all adult patients, a nuclear loss of
ATRX was cbserved, whareas their pediatric counterparts
presented slightly less mutations in the ATRX (16.8%;
F=.0722; Supplementary Table 1). Wa further discovered
that the loss of ATRX was associatad with a significant sur-
vival benefit in PFS {P=.028, Figure 4B} as wall as for the
05 (31 vs. 8.3 months, P=.0029; Figure 4C.

Atotal of 44.3% of cases were analyzed with global meth-
ylation analysis (850 k), and in 1.4%, a 450 k analysis was

performed. Out of these, 24 cases (75.0%) presented with
a matching score of = 0.9 for an H3 K27M-mutated gliorna,
whearaas one case (2.1%) indicated a clozer match to the
IDH wild-type glioblastoma group and 7 cases (21.9%) did
not align with H2 K27M-mutated glioma in the mathylation
analysis (www.molecularNeuropathology.org; Classifier
Version V11b4). Mevertheless, all cases were considered
H3 K27M-rnutated glioma in the final neuropatholegical re-
ports. Additionally, a classifier score = 0.9 was associated
with a better OS than a higher classifier score (P= .008;
Figure 4D).

In addition, the rmultivariate analysis revealed that ATRX
retention (HR 4.335, 95% CI: 1.647-13.34, P=.0054) and
a preoperative KPS <830 (HR 4.358, 95% CI: 1.628-12.29,
P=.0039) ware identified as independent unfavorable risk
factors for OS (Supplementary Table 2).

In cases of mathylation analyses with the copy number
variation data awvailable, we genserated an owverall pro-
file of genomic gains and losses across the cohort
(Supplementary Figure 1A). This revealed a wide variety
of target mutations, one of the most common of which
was a C19MC loss (Supplermentary Figure 1B). We were
particularly interestad in the impact of ATRX on genome
stability and the occurrence of various tumor mutations
(Supplementary Figure 1C) Thus, loss of ATRX tended
to be associated with more gains in the MDM4, PPM1D,
PTCH1, MYB, and KIAAT549BRAF ragions, wheareas retan-
tion of ATRX tended to go along with more losses in the
C19MC gene ragion (Supplementary Figure 1D).
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Discussion

H3 K27M-mutated gliomas represent an only recently
astablished turmor entity and are rarely seen in adults.
They are characterized by a mutation in the histone H3
K27M gene leading to a modification in H2.3, resulting in
loss of trimethylation. The resulting tumors show diffuse
infiltrative growth in the midline structures of the brain.
These highly malignant tumors are typically resistant to
conventional therapies and almost invariably fatal. The
present study analyzed wvarious clinical characteristics of
H3 K27M-mutatad glioma in adults in & large multicantric
saries.

First, in this study, the mean age at diagnosis was 26
years, whereas the pediatric counterpart showed & mean
age at diagnosis of around 9 years, according to litera-
ture. 1212 |ntarestingly, we found a redistribution of age
groups concerning their localization in the brain and ob-
sarvad that tumors in the myelencephalon region pre-
sented at a significantly older age (mean age of 45 years)
compared to other localizations. The exact cause of this
age distribution remains unclear and may indicate an

(25,04 vs. .7 manths, P= .007). Craated with BioRendar.com

age-related plasticity of the tumor and warying cell com-
position. ¢ Recent studios have shown that coll com-
position changes with age, and thus the study by Liu et
al. found that with increasing age of H2 K27M-mutatad
glioma-diagnosed patients, there was an increasa in meas-
enchymal (MES)-like cells in the tumor composition, which
is associated with age-dependent changes in the immune
arvironmant.’”

Furthermore, this study showed a pradilection of adult
H32 K27M-rmutated glioma for localization in the dienceph-
alon, followed by mes- and metencaphalon, whereas in
pediatric cases, the most frequent location described was
the brainstam and herein, especially the pons."™® |n ad-
dition, we found that tumor localization in the mes- or
metancaphalon was associated with a significant sur-
vival advantage compared with the other localizations.
The explanation behind the impact on survival con-
cerning tumer location in the brain remains ambiguous,
possibly linked to distinct cells of origin across warious
locations.2-2#Thao study of Liu et al. showed that cell com-
position changed according to localization and that tu-
maors in the diencaphalon had an increased proportion of
more mature oligodendrocyte-precursor cells, whereas
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Figere 2. Radiographic parametars [A) magnetic resonance imaging (MRI) images of various patients with H2 KZTM-mutated glioma with
varying radiographic bahavior: Patient A shows a midling localization with contrast enhancement {CE) and no peritumoral adema. Patient B rep-
resants a H3 K27TM-mutated glioma with CE and paritumoral edema but missing hydrocephalus. Patient C depicts a tumor localizad in the pons
without CE on T1-weighted MRI. Patient D represants a solid tumor with CE-uptaka in the basal ganglia. (B} Pie chart: CE on T1-weighted MRI
appearad in 77.2% of all casas [C) Pie chart: Hydrocephalus was present in 44.3% of all cases (D) Distribution of edema voluma in the total cohort
(E) Kaplan—Maier curve: Cystic lesions are associated with a batter survival compared to non-cystic lasions (23 vs. 5 months, P = 0045)

pontine localizations had an increased number of imma-
ture oligodend rocyte-precursor cells-like signature. %24 The
axtent to which this cell composition influences the ma-
lignancy of turnors and their biological behavior ramains
unclear but demonstrates the tumers’ heterogensity and
the urgency for a differentiated understanding of the un-
derlying pathobiology of H3 K27M-mutated glioma to
facilitate dewveloping effective, target-driven treatment
strategies for this devastating disease.

Radiographically, we found 15.7% of tumors without CE
on MRI. Here, absence of contrast uptake was noted mainly
in tumors in the metencephalon and myelencephalon.
Variations in contrast uptake had been described previ-
ously; thus this could also indicate a different cell composi-
tion. %2 An affoct of the different contrast madium uptake
of the tumor on the malignancy regarding survival could
not be established based on this study. However, we saw
that patients presenting with a cystic tumor component
had a better owverall survival. This highlights the diverse bi-
ology of tumor growth in this entity, as a non-cystic tumor
morphology can be found more often in highly infiltrating
tumors.?

Second, 25% of patients presented a loss of nuclear
ATRX. In preceding studies, loss of ATRX was found rarely

in pediatric H3 K27M-mutated gliormas but more frequently
in adults with an incidence of 5%-12.5% and in pediatrics
was then associated with an older age.®2" We further dis-
covared that a nuclear loss of ATRX was associated with a
significantly better overall survival over tumors with ATRX
retantion, consistent with previous studies.?®222® However,
other studies in H2 K27M-mutated glioma found that ATRX
loss was associated with shortar overall survival in adults
but not in children.®® MNonethaless, it is worth noting, that
these studies included a substantial proportion (37.2%) of
patients who received palliative care without undergoing
chemo- andfor radiotherapy in the adult cohort. ATRX
has multiple functions and is necessary for chromatin
remodaling and histone chaperone. Prior investigations
identified that the complex ATRX/DAXX |(death-domain
associated protein) is essential for H2.2 deposition at telo-
meres and pericentric heterochromatin but the underlying
procass of a survival advantage of ATRX mutation in this
turmor entity remains to be explained.®! Given ATRX's in-
volvement in alternative lengthening of telomeares in
glioma, the rmutual exclusivity between ATRX mutations
and mutations in the Telomerase reversa transcriptase
(TERT) promeoter region is attributed to functional redun-
dancy.* The retention of ATRX, however, could serve as a
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of all ¢

ases;

was usad in 62.8% and intraoperative neuromonitoring was used in 34.3% of all cases (C) Represantation of the

digtribution of the respective preoperative Kamofsky-performance status. A KPS greaterthan or equal to 90 was observed in 53.3% of all cases.
(D) Kaplan-Meiar curve: preoperative KPS had no significant impact on progression-free survival (PRS; P= 5981} (E) Kaplan—Maier curve:
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Praoparativa KPS > B0 was azsociated with survival disadvantage (23.1vs. 4. 2months; P = 0042)(F Distribution of postoparative KPS (G) Kaplan-
Meier curve: Postoperative KPS had no significant impact on PFS in H3 K27TM-mutated glioma (P = .1168) (H) Kaplan-Meier curve: Postoperativa
KPS < B0 yieldad a survival disadvantaga (22.1 vs. 5.8 months; P =.002) (1) Pia chart of distribution of tha extent of resection (EOR] {J} Kaplan—
Maiar curve: A greatar EOR did net depict any survival benafit compared to biopsy (P = 9666) K) Kaplan—Maier curve: EOR did not show any sur-
vival benafit comparing the arrangement of gross-total resection (TR}, subtotal resection | STR) and biopsy [P = .E845) {1} Pationts that und erwent
resaction [STR/STR) revealed a significantly longer stay at intensive-care units over biopsied patients (6.9 vs. 2.2 days, P = 0337) (M} Patients
who undarwent resection prasantad significantly more postop erative deficits over biopsied pationts (54.8% vs. 23.1%, P = .0120) (N) Patiants wha
underwent rasection exhibited a similar distribution of KPS deterioration compared to those who underwant a biopsy (34% vs. 42%, P=_B110).
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Figure 4. Histopathological parameters (A} Pie chart of cryo section results: Cryo saction showed 22.9% of high-grade tumors, 12.8% low-grade
tumors, and 4.3% in tumor detection (B} Kaplan-Meier curve: ATRX loss is associated with 8 benefit in progression-free survival (PFS) comparad
to ATRX retention (12.3 vs. 5.5 months, P= .028) (C} Kaplan-Meier curve: ATRX loss is associated with 8 survival bensfit in 05 compared with ATRX
retention (21 vs. B.2 months, P =.0029) {0} Kaplan—Maier curve: methylation classifier score < 0.9 was associated with a batter survival outcoma
(P= .008).

prognostic marker and thus warrants a more aggressive  survival for these patients. It could be speculated that the

therapy, i.e. a combination of temozolomide therapy with
Chloroethyl-cyclohexyl-nitrosourea {(CCNU), in analogy to
the data from the CeTe study by Herrlinger et al., espa-
cially in such a young patiant population.®

Last, and most importantly, we found that neurosurgical
resaction, including gross- or subtotal, did not confer a
survival advantage cormmpared to biopsy only. At the same
tirmae, we could see a survival advantage in patients with
a higher pre- and postoperative KPS of > 80. This survival
benefit could be influenced by their improved ability to
adhere to adjuvant treatments such as radiation and che-
motherapy, represanting crucial elements in extending

benefit of surgical resection is diminished by the reduction
in KPS, which is at risk with more aggressive resection and
turnors that are mostly located in less accessible regions.
Supporting this hypothesis, we found an increased fra-
quency of postoperative deficits and a prolonged ICU stay
in patients undergoing resection compared to biopsy only
and no improvemnent in the KPS for resection compared
to biopsy. As the delicate location of H3 K27M-mutated tu-
mors is associated with a high surgical risk for secondary
morbidity and no KPS improvement, and GTR can only be
achiewed in a minority of cases, our data supports that tu-
mors with radiographic suspicion for a H2 K27M diagnosis
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and high risk for secondary morbidity after surgery should
be biopsied first. If the tumaor is then confirmed for the diag-
nosis, our study data support that neurosurgical intervwan-
tions should primarily aim to improve the KPS, ie, treating
the hydrocephalus or, if safely feasible, reduce the tumor
size in order to ameliorate neurological deficits and allow
adjuvant therapy to be initiated. For the overall interprata-
tion of our data, it must be considered that the previously
defined parameters to evaluate subtotal- and GTR cannot
be fully applied to this heterogensous, diffusaly infiltrating
turmor of the midline, espacially as the postoparative radi-
ographic assessment of resection in the midline structures
is difficult. Therefore, the staterment that the effact of a GTR
on tumor survival is limited cannot ultimately be mada.
Howewver, as the reduction in volume by subtotal resection
does not improve the outcome, we propose that the aim
of the tumor resaction should be weighed very carefully
against the risk of deterioration.

In the future, this entity will support further diag-
nostic approaches, such as liguid biopsy. Only recently,
Afflerbach et al. succeeded in making a reliable diagnosis
of H3 K27M-mutated tumors and other brain tumors by
nanopore sequencing analyses of cersbrospinal fluid.®
Thus, the question arises whether these tumors with sus-
pectad H2 K27M mutation should now be initially identified
by liquid CSF biopsy considering patients with hydroceph-
alus and subsequently undergo surgical resection or solely
biopsy according to their entity in order to (1) maintain
a stable clinical condition of the patient and (2) start ad-
juvant therapy as soon as possible. The current standard
of care treatment after surgical resection or biopsy is still
radio- and chemotherapy with temozolomide. However,
new amerging treatment options including the histone
acetylase inhibitors “Pancbinostat” ALK2 inhibitors or
immunotherapy hold promise and are currently under
testing. ™ Additionally, ONC201, a dopamine recaptor
D2 (DRD2) antagonist and a caseinolytic proteasa P (CIpP)
agonist, has emerged as a promising therapeutic target
for gliomas. MNotably, H2 K27M-mutated gliomas have
displayed increased susceptibility to ONC201. As a result,
one clinical trial for recurrent glioblastorna coincidentally
enrolled an adult patient with an H3 K27M mutation, who
exparienced improved survival following OQMNC201 treat-
ment? In addition, a study by Chi et al. included 7 adult
patients with recurrant H3 K27M-mutated glioma treated
with ONC201. Adults in this study exhibited a not signifi-
cantly longer meadian PFS of 15 weeks compared to 13
weeks for their pediatric counterparts.®? Racently, Venatti et
al. published the results of 2 clinical trials (NCT03416530,
NCTD3124121) involving ONC201 treatment for both pe-
diatric and adult H2 K27M-mutated gliomas, reporting a
significant improvemant in 05.* W further analyzed thair
published data in relation to age-dependent differences
and found that for the non-recurrent group, adult (=18
years) and pediatric <18 years) H2 K27M-mutated gliomas
did not exhibit a significant difference in OS5 when treated
with ONC201 after radiation (26 vs. 21.7 months, P= .7540).
However, in the cohort of recurrent H2 K27M-mutated
gliomas, adult patients showed significantly prolonged
0O8S when treated with ONC201 compared to their padiatric
counterparts (11.4 vs. 5.8 months, P= .0275). This suggests
a more favorable response rate to ONC201 therapy among

Bybaet al: H3 E27M-mmtated glioma in adults

adult patients with recurrent H2 K27M-mutated glioma.
Additionally, 2 recent clinical phase Il trials have been ini-
tiated for adult patients with recurrent H2 K27M-mutated
glioma undargoing treatrment with ONC201 (MCT02295396;
NCT02525692), offering hope for further insights and po-
tential therapeutic breakthroughs in adults H3 K27M-
mutatad glioma.

In conclusion, our study shows that the current sur-
gical approach should be critically questioned, and bi-
opsy may currently be the preferred first approach to the
patient, most notably in midline tumors with suspected
H3 K27M mutation. Since a greater EOR does not offer a
survival benefit and carries a higher risk of worse postop-
arative outcomes, patients primarily benefit from experi-
ancing fewer preoperative and postoperative neurological
deficits.

Limitation

This ratrospective, multicentar study has limitations prima-
rily related to the retrospective nature of the investigation
and the relatively small size of the pediatric comparison
group used to evaluate clinical cutcomes. The role of the
EOR must ba critically evaluated in view of turnor localiza-
tion, biological and radicgraphic heterogeneity, and post-
operative accessibility, so the impact of GTR cannot be
conclusively determinad. Due to the proximity to midline
structures and consequently its surgically challenging lo-
calization, a total or even subtotal resection of H3 K27M-
mutatad glioma remains feasible for only a small fraction
of patients.

Conclusion

In summary, the present retrospective study describes clin-
ical, radiographic, surgical, and molacular features of H3
K27M-mutated glioma in adults in one of the largest ax-
isting multicentric studies to date. Our data demonstrata
that location and pre- and postoparative KPS, as well as
ATRX status, impact overall survival significantly in H3
K27M-mutated glioma. Furthermore, resection provided
no significant survival benefit compared with biopsy. The
adult form of H3 K27M-mutated glioma may present a
different clinical behavior and prognosis compared to its
pediatric counterpart and could therefore require specific
therapeutic approaches.

Supplementary material

Supplementary material is awvailable online at Meuro-
Oncology (https:/academic.oup.com/neurc-oncology).
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