Gliomas difusos pediatricos H3K27M

SNCL 18 enero 2024



* OMS 2021 define familia de gliomas difusos de tipo pediatrico
1. Glioma difuso de linea media H3K27M alterado
2. Glioma difuso hemisférico H3G34 mutado
3. Glioma difuso de alto grado de tipo pediatrico H3 e IDH wildtype
4. Glioma hemisfeérico infant type

* |Independientemente de la apariencia histologica, designados como grado 4
excepto Infant-type que no recibe una gradacion explicita



Diagnostic criteria for diffuse midline glioma, H3 K27-altered

Essential

Diffuse glioma AND Midline location AND Loss of H3 p.K28me3 (K27/me3) (IHO)

AND Presence of an H3 p.K28M (K27M) or p.K28I (K271) mutation (for H3 K27- mutant subtypes)
OR Presence of a pathogenic mutation or amplification of EGFR (for the EGFR- mutant subtype)
OR Overexpression of EZHIP (for the H3-wildtype with EZHIP overexpression subtype)

OR Methylation profile of one of the subtypes of diffuse midline glioma

Desirable

Results from molecular analyses that enable discrimination of the H3.1 or H3.2
n.K28 (K27)-mutant subtype from the H3.3 p.K28 (K27)-mutant subtype
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CpG sites

GpC sites

CCCAGGTCCAGGCAGGGAAGAGCCACCTCAACAGCAGGGCCCATCCACAA
GAGGCCAGCACCCCCAGCCAGTCCAGCCCAGGCCCACCACCTCCACCCTG
GGCTGCTCCCTCCAGGCCCTGCACCACCCTCCTGCTACTTGGACCACTTC
CTCACGCCCTTCTCCACCCCACACACCAGCCTCCCACACACAGCATGGGG
ATCTC@GCCAATAAAGGAGAAAGGGCACAGCCCATACACACACCAGGTGC
GTGGGCAAGACCAGCTCACACCCCTCCTCCAGCCACCAAGGCCCCAGCCC
ACAGCTGCCTGGCTGCAGTCAGAAGCATAGCCCAAGACAAGGAAGGGLCAC
CTTGACTCACACTTTTGTCCAGTTCAGAACATTCTGCTCAGTGGTGCATGG
AATGCGAGCECATCTTAAAATCAATGGCACCTAGGAGTCCATGAAATACA
GTACAGGCTTCCAGCEACAGATGCCCCACCCCTCACCCACACTCCACCCT
CCAGGGATGCCCCACCCCTCATGGCAGTCCCACCCATCCCCACACAGGCa
CACTCAGGCTGCCACTGGCTCTTCACACACAGCCATAGCCAACTCCEAGC
TGCAGCTGGTTGAGCAGCAGATCCACAGCTTCCCC@ACTTCCCCACCCCA
GGCATGGTATTCAGGTGCACACACAGGCCACCCTCATGGCACCCCBEACCT
GCAGGCCTACAGATGGGAGCACATGGCCCACAACCTCCAGGCAGGLAGGE
CGGGAACCCTCA@TCTTTCACCCCCAGGGCCCTGCCCTCCTTCAGCCCCAG
CATCACCAGGCCTGTCCTTGGGTCCAGGGACATCTCACCCATCCTGAAGG
ACCCCECCTCCTTCCACACCACCATCAGCCTCCTGGCACAACACCTGAAG
GCAACCCACAGGGGCCACATCAACTACATCACAGGCAAGTGCCCAGTGGC
CACATCTAGGGCACTTCCACCTCTGCACACACCAEAGGGCAGCACATGGGC
TCTGCACATCTGCTTGGGGGAGGGCCTTTGGGGTGCTTCAGGGGGCACCHA
GGACAGGCACCATGCTTGGGTCACCCAGGAAGGGTTGTGAGATTGAGCCC
CCAAGGCCACCACACTGTGCAGGCATCCTTCCCACAGGTTCCAGGTCCCC
AGCCCAGGACAGGCATGACCAAGTTGCCAGGTCAGTTGGTCTCCCTGGAG
TGCCCAAGCTGAATCCACAGGGCCCAGCTGCCTTGCTTCTTGTTCCTTCT
GC@AGCTGGTATTGAGCACCTGCCACAAGCCAGGCCTTCCCTGGTGAAGA
TCACAGAATGCCCACCCAGGGAAGGGAGGCCTGGAGGCCTCCAGGAGAGC
CCAAGAGGTGGCCCAGGGAGAACAGAGTGTTCCTGGCCATCTTGCCTCTC
CTAGGGTGTGACAGCCCACTCCCTGGACACTGCCCTGAGGAAAGCACCAG
CTCTTGCTGGAGCCACAACACTGCCAGAGCTCCCTTCTCACCTCCTGCAG
GAAGCCCTCCCTGACCTCCTGCCAGGCCAGGGCAGGGTTTCCCTGAGCAT
CCCCCAACCATCACAGCTCAGGCCACCTCAAGAGACTCCCTTTTTAGACA
GAAGCCCTGGTGCAGAGCTGCCTTTGAGAGTAAGCTGAGGCCTGTCAGGT
TTCTACCAGCCCAGTTACAGATGGGCTGCTCAGCTCAGAGAGAGGGGTGG
TGACTCCCCTAGGAACACACAGCTAAGAAGTGGTCCCTTAAAAGACAGAC
CCAGGTCTGCACTCTGACCTGGAAGCAGCTCCAGGTAGGTGATGGGTAAC
ATTCCTTAAATGGTGCATGTCACTGGCCTTTCAGCTGGGAGCCAACCAGG
TACCCCTTGCCACCAGCCAACCCTGGCCCCTGGGGATTCCCATGCTGCCA
AGTCACTCCTGTCACTTACCCTGACAGGCCTAGACTCCC@AGGCTTCCTC
TTTGGCCCCTCCCTGGCCCAGGAGCTTGGACTGGGCTGCATGCTCATCCAE
AAAGCAGGGGAAGCTGCCAGGCCCCACTCTGTGGGCCTCCTATTCCCTGG
AGTACGGGAAGGTAAGAGGGCTGGGGTGGCCAGAGGAAGGGCAGGGCCAG
GCCACCA@TGGCCACTCTCCCCCAGTTCTAAAAGGCCTTCCCAGGCATGTC
AAGTGGAGCTGCTGTGGTTACAGTGGCCTTGGGAGCTCAGAGAGGTTGAG
ACATAGGCTGGGCTCACACAGCCAGGTAACAGCAAGGTGGGGTTGGAGTC
AGGGTCTAGGGTGGCAGCTGCCAAGCTGTGCAACAAAGCTGTTTTCTGCE
GGAGGCTGAGGACCACACACCACTTCCCACTCCAGGCTGAGCTGGAGATT
CAGAAAGACOCCCTGGAGCCAGGACAGAGGGTGGTCATCATGGATGATCT
GCTGGCCACTGGTGGTAAGGGTCTCCCCACAGCCAACTGCTGTGGCTCCA
AGGGCCTGGTGGGAGTGGGACAGGACCTCACTGTGTGACATGGGATGCAG
CTTACTGTTGTCCAGAGGGTGCCTGGTGGCCAGGCCAACACCTTCCTCTC
CCCATGCCTTCCCCTCCCCAACCCAGGGGCTGGCCTGGAGCACCTGCTCT
CTGCAGCCCAGGCCAACTGGGGACCTCACCCTCCCATCCCCAGGAACCAT
GAACBCTGCCTGTGAGCTGCTGGGCCACCTGCAGGCTGAGGTCCTGGAGT
GCATGAGCCTGGTGGAGCTGACCTCACTTAAGGGCAGGGAGAAGCTGGCA
CCTGTACCCTTCTTCTCTCTCCTGCAGTATGAGPT@ACCACAGGGCCTCCC
AGCCCAACATCTCCAGCTGGATCCCAGGGAAATATCAGCCTTGGGCAACT
GCAGTGACCAGGGGCACCAGCTGCCCACAGGGAACACATTCCTTTGCTGG
GGTTCAGCA@CCTCTCCTGGGGCTGGAAGTGCCAAAGCCTGGGGCAAAGCT
GTGTTTCAGCCACACTGAACCCAATTACACACAGCAGGAGAACGCAGTAA
ACAGCTTTCCCAC

CCCGGGTCCGGACGGGGAAGAGCCACCTCAACGACAGGACCCATCCACGA
GAGACCAGCACCCCCGACCGGTCCAGCCCAGACCCACCACCTCCACCCTG
GECTACTCCCTCCGGACCCTACACCACCCTCCTA@CTACTTGGACCACTTC
CTCACGCCCTTCTCCACCCCECACACCAGCCTCCCACACACAACGTGGGG
ATCTCG@CCAATAAAGGAGAAAGGACACGACCCGTACACACACCAGGTAC
GTGGACGAGACCAGCTCACGCCCCTCCTCCAGCCACCAAGACCCCGACCC
ACAGCTGCCTGACTACAGTCAGAAGCGTAGCCCGAGACAAGGAAGGACAC
CTTGACTCE@CACTTTTGTCCGGTTCGAACGTTCT@CTCAGTGGTACGTGG
AATGCGAGCACGTCTTAAAATCGATGACACCTAGGAGTCCATGAAATACG
GTACAGG@CTTCCGACGACGGAT@CCCCA@CCCCTCACCCACACTCCGCCCT
CCGGGGAT@CCCCACCCCTCGTGACGGTCCCACCCGTCCCCACACAGACA
CACTCGGACTACCACTGACTCTTCACACACGACCATA@ACCGACTCCGAGC
TACAGCTGGTTGAGCAGCGGATCCACAGCTTCCCCGACTTCCCCACCCCA
GA@CGTGGTATTCAGGTE@CACACACAGACCACCCTCGTGACACCCCGACCT
GCGGACCTACGGATGGGAGCACGTGACCCACGACCTCCGGACGGACGGGE
CGGGAACCCTCGTCTTTCA@CCCCCGGGACCCTACCCTCCTTCGACCCCGE
CGTCACCAGACCTGTCCTTGGGTCCAGGGACATCTCA@CCCGTCCTGAAGG
ACCCC@CCTCCTTCCA@CACCACCATCGACCTCCTGACACGACACCTGAAG
GCGACCCACGGGGACCACATCGACTACATCACAGACGAGTACCCAGTGAC
CACATCTAGGECACTTCCACCTCTACACACACCGAGGACAGCACGTGGAC
TCT@CACGTCTACTTGGGGGAGGACCTTTGGGGTACTTCAGGGGACACCG
GGACGGACACCGTACTTGGGTCACCCGGGAAGGGTTGTGAGATTGAGCCC
CCGAGECCECCACACTGTACAGACGTCCTTCCCA@CAGGTTCCGGGTCCCC
AQCCCAGGACAGOCGTGACCGAGTTECCGGGTCAGTTGGTCTCCCTGGAG
T@CCCAAGCTGAATCCACAGGACCCAGCTACCTTA@CTTCTTGTTCCTTCT
GCGAGCTGGTATTGAGCABCCTACCACGABCCAGACCTTCCCTGGTGAAGA
TCACGGAATACCCACCCAGGGAAGGGAGACCTGGAGACCTCCGGGAGAGC
CCAAGAGGTG@CCCAGGGAGAACAGAGTGTTCCTG@CCGTCTTACCTCTC
CTAGGGTGTGACAGCCCACTCCCTGGACACTA@CCCTGAGGAAAGCACCAG
CTCTTGCTGGAGCCACAACACTACCAGAGCTCCCTTCTCACCTCCTACAG
GAAGCCCTCCCTGACCTCCTA@CCAGACCGGGACAGGGTTTCCCTGAGCGT
CCCCCAACCATCACAGCTCAGACCACCTCGAGAGACTCCCTTTTTAGACA
GAAGCCCTGGTACAGAGCTECCTTTGAGAGTAAGCTGAGACCTGTCAGGT
TTCTACCAGCCCAGTTACAGATGGACTACTCAGCTCAGAGAGAGGGGTGG
TGACTCCCCTAGGAACACACAGCTAAGAAGTGGTCCCTTAAAAGACAGAC
CCAGGTCT@CACTCTGACCTGGAAGCAGCTCCGGGTAGGTGATGGGTAAC
ATTCCTTAAATGGTA@CATGTCACTGACCTTTCAGCTGGGAGCCAACCAGG
TACCCCTT@CCACCGACCAACCCTGACCCCTGGGGATTCCCATACTACCG
AGTCACTCCTGTCACTTACCCTGACAGA@CCTAGACTCCCGAGG@CTTCCTC
TTTGACCCCTCCCTGACCCAGGAGCTTGGACTGGACTACGTACTCATCCG
AARGCGGGGGAAGCTACCAGACCCCACTCTGTGGACCTCCTATTCCCTGG
AGTACGGGAAGGTAAGAGGACTGGGGTGACCAGAGGAAGGACAGGACCAG
GCCACCGTGE@CCACTCTCCCCCAGTTCTAAAAGACCTTCCCAGACGTGTC
AAGTGGAGCTA@CTGTGGTTACAGTGACCTTGGGAGCTCAGAGAGGTTGAG
ACATAGEGCTGGACTCACACAGCCAGGTAACABCAAGGTGGGGTTGGAGTC
AGGGTCTAGGGTGECAGCTACCAAGCTGTACAACAAAGCTGTTTTCTACG
GGAGACTGAGGACCACACACCACTTCCCACTCCAGGCTGAGCTGGAGATT
CAGAAAGACGCCCTGGAGCCAGGACAGAGGGTGGTCGTCGTGGATGATCT
GCTGECCACTGGTGGTAAGGGTCTCCCCACAGCCAACTACTGTGACTCCA
AGGECCTGGTGGGAGTGGGACAGGACCTCE@CTGTGTGACATGGGATACAG
CTTACTGTTGTCCAGAGGGTACCTGGTGACCAGACCGACACCTTCCTCTC
CCCATE@CCTTCCCCTCCCCAACCCAGGGACTGACCTGGAGCACCTACTCT
CTGCAGCCCAGECCAACTGGGGACCTCACCCTCCCATCCCCAGGAACCAT
GAACGCTECCTGTGAGCTACTGGACCACCTACAGACTGAGGTCCTGGAGT
GCGTGAGCCTGGTGGAGCTGACCTCACTTAAGGACAGGGAGAAGCTGACA
CCTGTACCCTTCTTCTCTCTCCTA@CAGTATGAGT@ACCACAGGACCTCCC
AGCCCAACATCTCCAGCTGGATCCCAGGGAAATATCAGCCTTGGA@CAACT
GCAGTGACCAGGGACACCGECTACCCACAGGGAACACATTCCTTTACTGG
GGTTCAGC@CCTCTCCTGGGACTGGAAGTA@CCAAAGCCTGGGACAAAGCT
GTGTTTCAGCCACACTGAACCCAATTACACACAGCGGGAGAACACAGTAA
ACAGCTTTCCCAC

DNA methylation
introduction

DNA methylation is an epigenetic
mechanism known to affect gene
expression.

DNA methylation (5 mC) is formed by
the addition of a methyl group to the

5' position of cytosine residues within a
CpG dinucleotide context in mammals.

The majority of CpG sites are highly
methylated in the mammalian genome
with the exception of CpG islands which
are largely unmethylated .

Genome-wide demethylation happens in
the early stages of embryogenesis to form
totipotent cells. This is followed by de
novo methylation where tissue-specific
genes undergo demethylation in their cell
type of expression.’

DNA methylation is maintained during
DNA replication of somatic cells.? When
the literature refers to DNA methylation as
heritable it generally refers to heritability
across cell divisions, not
transgenerational.

Some regions of the methylome vary
across different tissue or cell types.*

epigenetic changes are of g

@9 Cancer
a

feature of methylation in carcinogenesis
Isg D pomethylation linked to genomic
Instability.

@ Aging and the Epigenetic Clock

Changes in DNA methylation correlate with age and it
has been shawn that a set of differentially methylated
foci can be used to calculate the blological age of
mamrmals, with potential predictive powers for life
expectancy. This has been dubbed the "Epigenetic
Ciock"*

This discovery has led to research into the potantial to
deiay or reverse these epigenetic changes with life style
changes, dietary intesventions, pharmaceutical
approaches, of cellular reprogramming-
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found in almost half of &l human genes.

Promoter regions

Pramoter regions are DNA sequences that
define whate transcription of a gena by RNA
polymerasa bagins. Promoters are typically
located directly upstream or at the §' ond of the
transoription start sit Promotar regions
ars 100-1,000 base RNA polymaraso
and the necessary 1 cription factors (TFs)
bind 10 the promoter sequence and initlate
transcription.

miRNA promoter regions
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Tumor Type H3K27me3 Status Prognosis Therapy
left}se midline Loss of H3K27me3 Poor prognosis, short EZ.HZ./ POTIL
glioma, H3 (H3K27M) survival inhibitors,

K27-altered Radiotherapy
Poor prognosis in surgery,
Posterior Fossa Loss of H3K27me3 in Group A (PFEA), Radiotherapy,
Ependymoma Group A (PFEA) better in Group B possible
(PFEB) Chemotherapy
Oligodendroglioma, Retained or loss of Dependsﬁon 1p/19q Chemotherapy,
IDH-mutant and HAK27me3 co-deletion; worse Molecular targeted
1p19g-codeleted © with H3K27me3 loss Therapy
Meningioma (grade 2 Loss of H3K27me3 Higher recurrence, Epigenetic therapies,

and 3)

Wworse prognosis

Radiotherapy



+ Experimental arm: ONC201 (imipridone)
with 2 mechanisms of action

ONC201
ONC212

" | hyperactivation of ClpP ~_

unregulated
turnover of
mitochondrial | &%
proteins

4 (NDUFA12)

{ in oxidative
phosphorylation

Modification of ClpP

Source : Wang S., Cancer Cell, 2019
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Update on the diagnostic value and safety of stereotactic
biopsy for pediatric brainstem tumors: a systematic

Stephanie Puget'S . Kevin Beccaria'? - Thomas Blauwblomme'? - review and meta-analysis of 735 cases
Thomas Roujeau 2, Syril James 2. acques Grill® - Michel Zerah ' - Pascale Varlet® .

Christian Sainte-Rose '

Biopsy in a series of 130 pediatric diffuse intrinsic Pontine gliomas

*Christina Hamisch, MD,"2 Philipp Kickingereder, MD,*# Matthias Fischer, MD,’
Thorsten Simon, MD,* and Maximilian . Ruge, MD"

Table 1. Main results of pediatric and mixed series of brainstem stereotactic biopsies

Authors Year Patients Technique Diagnostic Histopathologic Morbidity, Mortality O/ I C 9 5 O/
(frame and route) yield diagnostic N (%) O O
Samadani 2003 381 A CRW BRW, Todd-Wells, 96 % 31 % HGG, 23 % LGG, 4% T,1 %P 1 A (0.3 %)
(meta-analysis) and C Leksell, Richert, 292 TF 10 % meta, 16 %

hematomas and

miscellaneous ol B
Pincus 2006 192C CRW, TF, and TC 94.9 % (75  PNET, neurocytoma, 4.9 % 0.7 % (0 to R en tab | | | d ad 9 6 ] 1 9 3 ] 5 - 9 8 ] 1

(meta-analysis) to 100 %) ependymoma, (0 to 16 %) 3.3 %)
vasculitis, germinoma. ..
Pirotte 2007 20C PET (18FDG), 3 TF, 17 TC 100 % 75 % glioma, 25 % others 1 T (5 %), 0
(PNET, teratoma, 1P (5 %)
germinoma) L.
Rajshekhar 2010 106 C BRW or CRW, 77 TE, 29 TC 100 % 90 % glioma, 10 % 3T (2.8 %) 0 M 0O I’bl I Id ad 6 7 4 2 _ 9 6
inflammatory . . .
Dellaretti 2011 44 C Talairach, 42 TF, 2 TC 93 % 36 % HGG, 34.6 % 13 (9.8 %) 0
LGG, miscellaneous
Phi 2012 4C Leksell, all TC 100 % 100 % DIPG 1 T (25 %) 0
Wang 2015 15C Stealth medtronic, all TC 100 % 13 HGG, 2 LGG 3 T (20 %) 0

Puget 2015 130 C Leksell, all TC 100 % 100 % DIPG 5T (3.9 %) 0 Pe rm an e nte O ] 6 O . 2_ 1 . 4

Aadults, Cchildren, BRW Brown-Roberts-Wells, CRW Cosman-Robert-Wells, TCtranscerebellar, TFtransfrontal, Npatient number, Ttransient, P-
permanent, HGGhigh-grade glioma, LGGlow-grade glioma

Mortalidad 0.6 0.2-1.3




1SSC

* Clinica de fatiga precoz, no tolera sus actividades habituales. Cambios conductuales (se cuida menos su aspecto fisico), mayor
apatia. Menor rendimiento escolar, inapropiado para el nivel de exigencia que habitualmente lleva (no sabe hacer operaciones
matematicas...)

* Alteraciones en la motricidad grosera y fina y en la coordinacion motora.
* No clinica de hipertension intracraneal
* Disfagia, lentitud al tragar, no atragantamientos

* GCS 15, colaboradora- Nistagmus horizontal en mirada lateral y vertical en supraversion ocular. No diplopia. No hipoestesia
facial. No paresia facial pero si hipomimia facial.

* No hipoacusia No afectacion de ppcc bajos. No debilidad ni hipoestesia en miembros.

* Dismetria en ambos mmss, mas evidente en MSD. Menos evidente en mmii Romberg negativo, marcha inestable, no consigue
marcha tandem.

* RM muestra glioma difuso pontino. No hidrocefalia.
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1SSC

AP: BST 7.6.23. Glioma difuso de tronco H3K27 alterado, grado IV.
Proliferacion de moderada densidad celular. Las células muestran nucleos redondos/ovoideos con
leve atipia y escaso citoplasma que se disponen en una matriz fibrilar alternando con vasos

congestivos. No se observa proliferacion vascular ni necrosis. Las células muestran expresion para
GFAP vy oligo 2. Negatividad para HG34W. Ki67 15%.

Estudio IHQ:

- Histona3K27: expresion nuclear focal (alterada).
- P53: expresion nuclear (15%) (mutado).

- IDH1: no se observa expresion (no mutado).

- ATRX: expresion nuclear mantenida (no mutado).

NGS del diagnostico (Action OncoKitDx (Automatic) IMG-365 CE-IVD (Imegen ): vv patologicas:
-Gen: H3F3A Posicion:Chrl: 226252135 Profundidad:1616_VAF: 43.5 % _RefSeq Transcript:
NM_002107.4 Exon: 2/4 cHgvs: c.83A>T _pHgvs: p.Lys28Met

-Gen: TP53 Posicion:Chrl17: 7577538 Profundidad:2482_ VAF: 82.2 % _RefSeq Transcript:
NM_000546.5 Exon: 7/11 cHgvs: c.743G>A_pHgvs: p.Arg248GIn

Mejoria inicial post RT (54Gy) 7.23 quedando asintomatica
Se incluye en ensayo I13Y-MC-JPCS 30.10.23 por persistencia imageny mal pronodstico.

Empeoramiento neurolégico lento pero progresivo, principalmente consistente en mayor torpeza
motora del lado izquierdo y mayor ataxia.
Exitus 10.4.24
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PMM

4 anos - torticolis hacia la derecha con desviacion conjugada de la mirada hacia la izquierda, desde 08/ 21,
sobretodo al ver la television.

Se prescriben lentes correctoras por astigmatismo que corrigen la torticolis. Poca adherencia a las lentes por la
edad del paciente.

En RM 10/6/22 solicitada por neuropediatria por cavernomatosis familiar se observa. alteracion de intensidad
de sefal en tronco de encéfalo con hiperintensidad en T2 y FLAIR mal delimitada que afecta
predominantemente a protuberancia con leve efecto masa y componente exofitico en union bulbo
protuberancial anterior fundamentalmente izquierda, no muestra captacion significativa de contraste y sugiere
como primera posibilidad una lesion difusa de estirpe glial.

RM 2023 y 05/24 sin cambios. Valoracion externa coincidente actitud expectante

07/24 paralisis del VI PC izquierdo y diplopia, no papiledema. Control RM, realizado el 10/7/24 confirma
progresion.

Biopsia + port el 24/7/24.









PMM ESTUDIOS HISTOPATOLOGICOS Y MOLECULARES REALIZADOS:

-Biopsia tumoral (24/07/24). Glioma difuso de bajo grado.
Esta celularidad muestra expresion difusa e intensa para GFAP, S100, OLIG2, expresion focal granular de

sinaptofisina y NEUN en las neuronas previamente descritas. Se identifica la expresion de ATRX, H3K27me3,
Histona G34W. Con negatividad para IDH y CD 34. El indice de proliferacion mediante ki67 es de 5%.

Estudio inmunohistoquimico:
IDH: No mutado

H3K27: No mutado
HG34W:No mutado

ATRX: Mantenido

-Panel NGS de biopsia tumoral (SEHOP-PENCIL 7/08), transcrito parcialmente con hallazgos positivos.
H3-3A Variante c.83A>T p. (Lys28Met). VAF 37.8%

tp53 Variante c.817C>T p. (Arg273Cys). VAF 61.7%

Iniciada vinblastina semanal 08/ 2024 tras conocer resultado de AP y FISH y antes de conocer resultado de NGS.

Tras revisar los diferentes estudios moleculares, se decide :
- Ampliar estudios en linea germinal (p53).
- Tratamiento radioterapico

- Tratamiento con ONC201 como terapia dirigida (dordaviprone)
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DESCRIPCION PRUEBA: BIOPSIA

YEO DIAGNOSTICO:
Tumor troncoencefalico; biopsia:
-Glioma difuso de la inea media de alto grado, IDH y H3K27 wild-type por inmunohistoquimica.®

Nota: Estudio molecular pendiente para confirmacion.
ESTADO INFORME: CERRADO

FECHAS:

a Fecha Informe: jueves 1 de agosto de 2024
e Fecha Registro: miércoles 24 de julio de 2024

PATOLOGO:

a Nombre: NURIA
a Apellidos: RAUSELL FONTESTAD

Notas:
Mo constan notas

Macro:
Cuatro fragmenos de tejido blanguecino de 5x5 mm cada uno. IT en 2 bloques.

Micro:

En el examen microscopico se identifica una proliferacion altamente celular atipica compuesta por células con cromatina densa, con marcada
variacion en tamarfio y forma nuclear. Esta celularidad presenta citoplasma escaso v mal definido, con un aspecto fibrilar. La proliferacion
frecuentemente atrapa neuronas normales y destaca la presencia de una vasculatura de calibre fino abundante, areas de hemorragia y necrosis con
Zonas circundantes de celularidad glial en empalizada.

Se identifica infitracion de las células tumorales en el parenqmma cerebral an:l‘g,racente con una transicion difusa hacia el tejido normal crcundante.

nwel |nunht5t uimico Esta lesn:rn muestra expresion drfusa = |ntensa Dara GFAF' DLIGE ATEJ:I ‘ HSI{E?mES ron negatividad para sinaptofisina e
IDH. El indice de prﬂrrferacrnn mediante ki67 es de 40%.
IDH: No mutada.

ATRX: Mantenido.

H2K27m: No mutada.
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.YEO Informe de resultados de secuenciacion masiva (NGS)

Tipo Tumoral: Glioma pontino intrinseco difuso

Indicacién y alcance.
El estudio de secuenciacion masiva (NGS) mediante el panel Oncomine Comprehensive Assay v3 GX es una prueba genética destinada

a identificar mutaciones puntuales y variacion en el nimero de copias a partir de ADN tumoral, y transcritos de fusién oncogénicos a
partir de ARN tumoral, con el objetivo de identificar alteraciones moleculares accionables.

Caracteristicas de la muestra

® Anatomia Patoldgica: Citologia o seccidn de material tumoral FFPE (biopsia, puncién o liquido), > 300 células totales y 100% de
células tumorales (informacidn proporcionada por el patélogo responsable).

® Unidad de Biologia Molecular: Se obtiene ADN y ARN a partir de cortes de material tumoral FFPE.

® Validez de la muestra para NGS.
- Libreria de ADN para la deteccion de mutaciones puntuales e inserciones/deleciones: VALORABLE.
- Libreria de ADN para la deteccion de variacion en el numero de copias (VNC): NO EVALUABLE

- Libreria de ARN para la deteccion de transcritos de fusion: VALORABLE.

Biomarcadores Relevantes

BRAF  NoDetectado ~ NTRK2 ” No Detectado
IDH1 No Detectado NTRK3 No Detectado
IDH2 No Detectado

Variantes moleculares identificadas

Gen vm R Proidad VAF Caracter cuca ) -~
. ___Consulte siguiente apartado §

= : 4

rrrrr

1207 40,0% Patogenico

rrrrr

¢ 83A>T p.(Lys28Met)

1334 [NM_002107.7) L 1207 40,0% Patoge N
TP53 [INM_000546.6) c.818G>A p.(Arg273His) 528 84,8% Patogenico -Consuhe siguiente apartado

MLH1 [NM_000249.4] c.1039A>T p.(Thr347Ser) 470 43,2% Efecto Desconocido Desconocida
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Cuadra clinico complejo v de larga evolucion, iniciado en enero de 2024 tras cuadro cakarral con Fiebre que durd una semana,
Refiere percibir en ese momento presion malar, Posteriormente a las dos semanas comienza con womikos inicialmenke
precedidos por nauseas, pero poskteriormente desencadenados por esfuerzo tusigeno, El cuadro clinico progresa en los dlkimos
dos meses con la aparicion de mareo tipo inestabilidad, con imposibilidad de marcha en tandem con aumento de base de
sustenkacion, Poskeriormente asocia borpeza mokora en mano izquierda e hipoestesia facial derecha a nivel de W2, episodios de
divergencia ocular con afecktacion del III par, sensacion de acdfeno izquierdo, Sensacion visual de” corkina negra” con la mirads
lejana v cierta rigidez nucal, Ingresado v estudiado inicialmente por Meuwrologia v MIN de H, Peset, poskeriormente es
trasladado a H. La Fe para continuar estudio por Meurologiaf/Meuracirugia, Descarkados, de entrada, a lo largo del proceso de
estudio, otros procesos de kipo autoinmunefinfecciosos claramente sugestivos mediante diferentes pruebas complementarias
(va que ademas ha asociado hepatomegalia, artralgias w apariencia esclerodermiforme de la pigl),

- Lesian hipermetabalica en ala esfenoidal izouierda.

- MUltiples lesiones hipermetabalicas de predominio en superficie cerebral (en espacio subaracnoideo

sin wisualizar claramente lesion intraparenguimatosa), en hipofisis v tallo hipofisario, periacueductal v
en la practica totalidad de la medula espinal.

- Afectacion focal de raices nerviosas aisladas, a destacar ambos hipoglosos, C7 yw C8 derechas v LS
iZouierda.

- Sin lesiones adenopéaticas, viscerales o en otras estructuras dseas

- Estos hallazgos arientan como primera opcion diagnastica a un proceso inflamatoriodfinfeccioso

JC ENFERMEDAD IMFILTEATMA EN SMC + PALUIMEMNINGITIS+ MEURITIS QP TICA + LESIONES
INTRAFPAREMULIMATOSAS CON:

- HEFATOMEGALIA EN PROBABLE EELACION COMN INFILTRACION

- PIEL DE ABDOMEM INDIUREADA E INFILTRADA

- ASFECTO CUSHINGOIDE

- HIFER IGE +EFPSINOFILLA,

- HIFERCALCIUR]A,

- HIPFOSGLUCORERACILLA CON CELULARIDAD Y PROTEINAS MORMALES EN LCR

A DESCARHTAR ENFERMEDAD GEAMULOMATOSA v PROCESO INFILTEATRO SN
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DIAGNOSTICO!
AMBSCD, Meaninge v hueso craneal (esfencides izgquiendo), biopsia incisional

Infiltracion meningea v osea por neoplasia neural, compatble con tumor glioneuronal leptomeningeo difuso,
Cgrado 2-3 (OMS/SMC-5, 20210,

MNOTAS:
1, Existen signos de agresividad biclogica del iumor (presencia de mitosis, vasos sanguineos irregulares,
pérdida de expresion de ATRX v de histona trimetlada H3K27me3, alto indice proliferativo),
2, La escasa proporcion de células umorales v el artefacto inducido en la muestra no permiten obtener
resultados en el estudio molecular, necesario para la tipificacion precisa de la neoplasia,
3. En el caso de gue se precise un estudio molecular completo de la lesion, se recomienda la obtencion de
nueva muestra, de localizacion intraaxial,

Micro:

El estudio histologico muestra la infiliracion meningea, osea v de los tejidos blandos paraostales por una proliferacion atipica de apariencia neural, que crece formando fasciculos
v peduefios agregados, asociandose a una marcada reaccion desmoplasica, Focalmente, la lesion presenta vasos irregulares de pared gruesa. Las células tumorales muestran
un pleomaorfismo moderado, con ndclecs redondeados U ovales de cromatina fina, sin nucleclo aparente; ocasionalmentes se observa alguna célula aislada de tamafio grande,
con ndcleo irregular; el citoplasma es eosindfilo v mal definido, determinando una matriz tumoral fibrilar; algunos agregados de células presentan un halo claro perinuclear, En
fodo el conjunto de las muestras se observa un total de 2 mitosis, Mo se aprecian signos de necrosis en el material analizado.

El tejido Ozeo inflirado muestra signos de osteolisis v regeneracion, con células reactivas entremezcladas indmamente con la celularidad tumoral, En conjunto, la proporcion de
células tumorales en la muestras analizadas no supera el 50%, mostrando ademas con cierta frecuencia artefacto derivado de la obtencion v el procesado,

El estudio inmunohistoguimico muestra la positividad intensa v generalizada de las células tumorales frente a marcadores de estirpe newral, dlial v neuronal (S0X 10, 5100,
Clig-2, GFAF v sinaptofisina, con un marcaje débil v focal frente a la proteina de neuroflamentos; la expresion de Meul es negativa), Por ofro lado, no se observa marcaje
frente a marcadores epiteliales (citogueratina AE1/AE3, citiogueratina 8/18, EMA), infoides/migloides (CD45, CO20, CO3, TdT, COEE) ni germinales (OCT3/4, CO117).

Expresion inmunohistoguimica de marcadores diagndsticos en gliomas:

A, IDH1 (R132H): NEGATIVA (no mutado),

B. ATRX: NEGATIVA (pérdida de expresion en aprox, 90% de las célulasifmutado),

C. pS3 (mutada): POSITIVA (55%),

C. Histona trimetlada H3K27me3: NEGATIVA (perdida de la expresion entre 80% de las células).
E. Kio S 40%,

Estudio FISH de codelecion 1p/19g; MO WALORABLE (VER ESTUDIO 24M1881),
Estudio FISH de fusidn KIAA1549-BRAF: MO WALORABLE (WER ESTUDID 24M 18620,



DBFE

Expresion inmunohistoquimica de marcadores diagndsticos en gliomas: IDH1 (R132H):
NEGATIVA (no mutado); ATRX: NEGATIVA (pérdida de expresion en aprox. 90% de las
células)(mutado); p53 (mutada): POSITIVA (55%); Histona trimetilada H3K27me3: NEGATIVA
(pérdida de la expresion entre 80% de las celulas); Ki67: 40%. Estudio FISH de codelecion
1p/19q y fusion KIAA1549-BRAF: NO VALORABLES.

-Estudio NGS muestra tumoral (SEHOP-PENCIL, 5/09). Transcrito parcialmente, hallazgos
POSItIVOS:

H3-3A VAF 36.3%; KRAS VAF 54.9%; tp53 2 variantes (VAF 38.6% y VAF 39.9%); ATRX
Variante perdida; PALB2 VAF 48.3%

-Presentado en Comité de Medicina de Precisidon 24/09. Tras revision de hallazgos
histopatologicos y moleculares, en correlacion con presentacion clinica y evolucion del paciente,

se considera apropiado modificar el diagnostico del paciente a glioma difuso de linea media

H3K27/M alterado con diseminacion leptomeningea. Se decide envio de muestras para estudio
de metilacion y panel WES



DMG son un subtipo especifico de la clasificacion OMS 2021 con una presentacion clinica y
radioldgica caracteristica

El estudio IHQ de H3K27me3 y molecular de H3K27M es esencial para definir el diagnostico

La biopsia en DIPG muestra un perfil favorable de fiabilidad (dx 95%) y seguridad (morbilidad
0.6%), confirma el dx y permite identificar potenciales dianas de tratamiento

El prondstico de los DMG es muy desfavorable (mediana 12m, grado 4) y no se considera
iIndicada la reseccion quirurgica

La RT (54-60 Gy) es el pilar fundamental de tratamiento y la protonterapia puede ofrecer
beneficios respecto a la precision del volumen a tratar pero no mejora el prondstico

Diversas lineas estudio
* biopsia liguida tras disrupcion BHE por US
* caracterizacion molecular y gt especifica

°* Inmunoterapiay CAR-T
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MNUMERO ESTUDIO: AOBOO 1555 7

Motas:
DESCRIPCION PRUEBA: BIOPSIA IHG para hak27: no se observa expresion,
DIAGNOSTICO: Macro.
umor cerebral, biopsia: compatible con gioma difuso, grado IT de la OMS, DOS MUESTRAS:

Mota: 100% celularidad tumoral(> 1000 celulas). A, Dos fragmentos de 0'2 v 0'3 cm.Se guarda muestra en congelacion.

ESTADO INFORME: CERFEADD s i} . .
B. MUltples fragmentos de tejido de dimensiones enfre 0'2 v 0'3 cm,

FECHAS: _
MICHO:

e Fecha Informe: martes 23 de diciembre de 2020 tumor cerebral, biopsia: compatible con glioma difuso, grado 1T de la OMS,
a Fecha Reqgistro: viernes 11 de diciembre de 2020

Mota: 100% celularidad umoral] = 1000 calulas),
PATOLOGO

« Nombre: MEDICO ADJUNTO

* MOTIVO DE COMITE:

Fevizar pruebas complementarias realizadas hasta la techa v valorar ampliacion de estudios para
optimizar clasitficacion/cambio diagnostico +/~ cambio de actitud de manejo si e considera alto grado de
malignidad.

* Pruebas complementarias a evaluar
Fruebas de imagen (RMM) v estudios AP/moleculares.

*Recomendaciones del comite;
- Completar estudio molecular v consultar si es candidata a enfrar en EC Biomede 1I
- Yalorar fratamiento local con BT en funcion de resultados si se confirma cambio de grado histologico,
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* a) Bulbo; biopsia incisional: Hallazgos histopatolégicos compatibles con glioma
difuso de bajo grado pediatrico.

* Macro: Siete fragmentos irregulares, de coloracion pardo rojiza. IT en (Al).

* Micro: En el tejido encefalico se observa una leve distorsion arquitectural producida por
una proliferacion celular de baja densidad celular de patron difuso mal definido y aspecto
general monomorfo, no bifasico, sin componente quistico, orientada sobre una matriz
fibrilar. Las celulas presentan morfologias ovoides y redondeadas con citoplasmas
eosinofilos mal delimitados y nucleos redondeados de contorno liso y cromatina
homogénea hipercromatica, sin nucleolo prominente. No se identifica necrosis, figuras
mitoticas tipicas ni atipicas, pleomorfismo nuclear ni atipia citolégica prominente.

* El estudio inmunohistoguimico evidencia una inmunorreactividad de la celularidad
neoplasica frente a GFAP, ATRX y Olig2. La celularidad no expresa CD34,
Sinaptofisina, IDH, p53 ni histona H3K?27. El indice de proliferacion celular (Ki67) es
practicamente nulo en la muestra remitida. Esta determinacidon se corrobora en segunda

rminacion.
dete aclo Variantes moleculares identificadas

Gen Variante Profundidad VAF Caracter
BRAF [LRG_299(t1)] KIAA1549(15)-BRAF(11) 385 Patogenico

FGFR [LRG_304(t1)] c.866C=A; p.(Ala289Asp) 2702 3,5% Patogenico



SSC 10492296- dipg h3k27

DBF 7231286- dmg h3k27 no dipg

YEO 14117733 - dipg h3k27

PMM 12110705 - dipg h3k27

Candela MArtinez Giner- 6541307 - 5360155 - dmg talamo - 2014
Sara Madrona Valiente- 6629917c- 6710431- hemisférico difuso - 2015
Vicent Agramunt - 6749338 - 7862525- dmg talamico -

Neus Cuenca Caballero - 6763537 - 6350788- dmg talamico
Rhim Zagri 6807941- 10949097- DMG grado |V talamico- dx ap
Pau Llorens Sanchez- 6831917- 9173104 - DMG talamico

Ignacio Ripoll - 4668081 - dmg talamico

Camilo Alcaide Aras - 4190355- 2467643



Namero Estudio: ZZED001176

Diagnostico:

a) Bulbo, hiopsia  icisional
- Hallazgos histopatologicos compatibles con ghoma difuso de bajo grado  pediatrico.
- we remute muestra a  secuenciacion  mmasiva. [

Estado Informe: CEREEATD

Descripcion prueba: EIOPSIA

Fechas:

& Fecha Informe: 22-feh-2022
# Fecha Registro: :l-ene-202.

Patologo que informa: LLAVADOR EOs MARGARITA - MEDICO ADJURNTO

MNotas: Mo constan notas

Macro: Macro:
miete  fragmentos wregulares, de coloracion pardo rojza. [T en (Aly.O

Micro: Micro:

En el teido encefilico se observa una leve distorsion  arguitectural producida por una proliferacion celular de baya  densidad celular de  patron
difuso tal defiudo v aspecto  general monomorfo, no bifasico, sin componente  quistico, onentada sobre una matne fibnlar, Las  celulas  presentan
mmorfologias  owowdes v redondeadas con citoplasmas eosinofilos tmal delwmgtados v nacleos  redondeados de contorno hso v crommatina  homogénea
hipercromatica, s nucleolo  promunente.

Mo se iwdentifica necrosiz, flguras nutdticas tipicas o atipicas, pleomorfismo nuclear o oatyma  ciologica  profuonente

El estudio mtmunohistogquitmico  endencia una  wwnunorreactindad de la celulandad neoplasica frente a GFAP, ATEX v Olgd La celulandad no
expresa CD34, mmaptofisma, [DH, 53 m nstona HIELT

El mdice de probiferacion celular (Ei67) es practicamente nulo en la muestra remutida Esta  detertminacion se corrobora en segunda  detertrinacion.

Datos para estudio por secuenciacion  masiva.
100%  celulart  1000celulas). O
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A H3K27me?

B H2AK119ub!

. CpG methylation

Fig. 1.
PRC2 is composed of the core subunits, EZH2, SUZ12, RBBP4 and EED, and is associated
with accessory factors, JARID2, AEBP2 and the Polycomb-like proteins (PCLs). PRC2

catalyzes the methylation of histone H3 lysine 27 (H3K27me). PRC1 recognizes, or “reads,”

the tri-methylation of the H3K27 residue (H3K27me3), a repressive mark, and in turn adds
an ubiquitin to histone H2A lysine 119 (H2AK119ubl). This causes the recruitment of DNA
methyltransferases, which will add methyl groups to DNA at CpG islands, and in this way,
the repression of chromatin is maintained and propagated.

TEZHIP U EZH2 — PRC2 — K27me3

IH3K27me3

tEGFR 1PI3K/AKT Ser21p JEZH2

IH3K27me3



. . .
’:4 ! - '0 ‘,‘ “" :
r.‘. - o ) .“‘ 0""
. Ve L “.

.“ L .’ ’
o, (A

‘o‘, re &% " V.

g § %, g
'\\"-‘ 00‘.‘.Lo

Figure 1. Diffuse midline glioma, H3 K27-altered. (A) An hypercellular diffuse glioma with astrocytic
morphology and moderate/severe nuclear pleomorphism is seen. (B) Tumor cells show loss of
nuclear staining for H3K27me3 (A,B): original magnifications 300x.



* Biopsia
* Descartar entidades con tratamiento diferente (embrionarios)
* Confirmar alteracion H3K27M vy pérdida H3K27me3 (DMG H3K27M NOS/NEC)
* |dentificar dianas
* PDGFRA - dasatinib
* EGFR - nimotuzumab-vinorelbina
* ATRX- temozolamida
* Radioterapia craneoespinal 54-60 Gy (IMRT, protonterapia)
* Mediana de supervivencia > 12 meses, <10% supervivientes 2 anos

* Sobre-expresion EZHIP pronostico ligeramente mejor



Child's Nervous System (2021) 37:1515-1523
https://doi.org/10.1007/s00381-021-05101-2

FOCUS SESSION

Use of intra-operative stimulation of brainstem lesion target sites

for frameless stereotactic biopsies

Jason Labuschagne ' - Denis Mutyaba '~ - Jacques Nel* - Claudia Casieri*

Tissue cutting window

Conductive window

Conductive window
Insulating coating

Conductive window
L Outer needle y

Table 1 Demographics, histological diagnosis and management

Number  Age/gender Integrated diagnosis Intra-operative stimulation findings  Further treatment

1 11 years, female  Diffuse astrocytoma, IHD-1 wild, No change in EMG or elicitation Referred to surgery for resection.
BRAF +Ve, H3 K27M mutant of compound action potential Gross total resection achieved.
negative. WHO grade II.

2 18 months, male = Diffuse astrocytoma. BRAF +Ve. No change in EMG or elicitation Resective surgery was offered but
H3 K27M testing not available of compound action potential parents refused additional
at the time. WHO grade II surgery.

3 6 months, male Pilocytic astrocytoma. No change in EMG or elicitation Referred to surgery for resection.
WHO grade L of compound action potential Subtotal resection achieved

4 1 year, male Anaplastic astrocytoma. IDH1 wild, No change in EMG or elicitation Referred to surgery for resection.
H3 K27M mutant negative. of compound action potential Subtotal resection achieved.
WHO grade II.

5 3 years, female Diffuse astrocytoma. IDHI1 wild, No change in EMG or elicitation Referred to surgery for tumour
H3 K27M mutant negative. of compound action potential resection. Gross total resection
WHO grade II. achieved.

6 5 years, male Ganglioglioma, WHO grade 1. No change in EMG or elicitation Referred to surgery. Gross total

of compound action potential surgical resection achieved.

7 5 years, male Diffuse midline glioma, No change in EMG or elicitation Referred for radiotherapy
H3 K27M mutant. of compound action potential
WHO grade IV.

8 2 years, female CNS embryonal tumour NOS. Abnormal EMG activity detected Referred for chemotherapy
WHO grade IV. from vocal cord monitoring

with biopsy needle advancement
9 4 years, male Diffuse midline glioma, Compound action potential elicited  Referred for radiotherapy

H3 K27M mutant. WHO grade IV.

at 1.5mA from CN VII
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Cancer and Metastasis Reviews (2024) 43:1205-1216
https://doi.org/10.1007/s10555-024-10208-4

REVIEW q

Check for
updates

CART cell therapy for pediatric central nervous system tumors: a review
of the literature and current North American trials

Rebecca Ronsley'? - Kelsey C. Bertrand>* - Edward Z. Song? - Andrea Timpanaro? - Michelle Choe'” - Dana Tlais** -
Nicholas A. Vitanza'- - Julie R. Park®

Table 1 North American phase 1 pediatric clinical trial evaluations CAR T cell products

Trial (NCT) Target Admin Dose range Lympho- Multi-  Toxicity Status
depletion dose
(Y/N) (Y/N)
03500991 HER?2 Locoregional 1-10x 10’ N Y Headache, transient Active, not recruiting
worsening of
neurodeficits
03638167 EGFR Locoregional 1-10x 10’ N Y Not published Active, not recruiting
04185038 B7-H3 Locoregional 1-10%x 10’ N Y Headache, N/V, Recruiting
fever
04099797  GD2 IV and Locoregional 5x10°-5107/dose Y Y Not published Recruiting
ICV, 15 million
cells/dose IV
05768880 B7-H3, EGFR, Locoregional 1-10% 10’ N Y Not published Recruiting
HER2, IL-13
Ra2
04903080 HER2 1AY 8% 10’/m* Y N Not published Active, not recruiting
05835687 B7-H3 Locoregional 1x10"-1x10° N Y Not published Recruiting
04196413 GD2 Locoregional 1x10°-100%10%  N/Y Y Increased ICP, Recruiting
kg TIAN
04510051 IL-13Ro2 Locoregional unknown Y Y Not published Recruiting

Abbreviations: N no, NCT National Clinical Trial, N/V nausea/vomiting, /V intravenous, ICV intracerebroventricular, 7IAN tumor inflammation-
associated neurotoxicity, Y yes



Intravenous and intracranial GD2-CAR
T cellsfor H3K27M" diffuse midline gliomas

https://doi.org/10.1038/s41586-024-08171-9

Received: 19 June 2024

Accepted: 8 October 2024

Published online: 13 November 2024

Open access

M Check for updates

Michelle Monje'%***%¢™, Jasia Mahdi"?, Robbie Majzner??, Kristen W. Yeom'*”,

Liora M. Schultz’?, Rebecca M. Richards*?, Valentin Barsan??, Kun-Wei Song'?, Jen Kamens??,
Christina Baggott®, Michael Kunicki®, Skyler P. Rietberg?®, Alexandria Sung Lim?®,

Agnes Reschke*?, Sharon Mavroukakis®, Emily Egeler?, Jennifer Moon?, Shabnum Patel?,
Harshini Chinnasamy?, Courtney Erickson?®, Ashley Jacobs?, Allison K. Duh?,

Ramya Tunuguntla®, Dorota Danuta Klysz?, Carley Fowler?, Sean Green?, Barbara Beebe?®,
Casey Carr?, Michelle Fujimoto?, Annie Kathleen Brown?, Ann-Louise G. Petersen?®,
Catherine Mcintyre®, Aman Siddiqui®, Nadia Lepori-Bui®, Katlin Villar®, Kymhuynh Pham?,
Rachel Bove?®, Eric Musa®, Warren D. Reynolds®, Adam Kuo?, Snehit Prabhu?,

Lindsey Rasmussen®, Timothy T. Cornell®, Sonia Partap’, Paul G. Fisher', Cynthia J. Campen',
Gerald Grant*, Laura Prolo*, Xiaobu Ye'®, Bita Sahaf°, Kara L. Davis?*?, Steven A. Feldman?,
Sneha Ramakrishna®®* & Crystal Mackall>3"12%

Table 1| Patient demographics and GD2-CART cell infusions received

UPN Age Disease Histone Other known mutationsand Atenrolment v ICV
(years)/sex mutation molecular aberrations Time since Timesince Progression Dose Dose No. of
diagnosis endof XRT  attimeoffirst (x10°kg™) (x10°) doses
(months) (months) treatment

001 DIPG Pt1® 14/F DIPG H3.3H27M  TP53, KIT amplification, 9.9 8.0 Yes 1 NA 0

MET amplification, NBN

rearrangement
003 ‘DIPGPt2® 21/M DIPG H3.3H27M  TP53, ATRX, RB1 15.5 12.5 Yes 1 30 4
004 ‘DIPG Pt 3® 5/F DIPG H3.3H27M  TP53, DAXX rearrangement 13.3 1.5 No 1 30 2
005 M/F DIPG H3.3H27M  NF1, PIK3CA 4.5 1.6 No 30 4
006 30/F sDMG  H3K27M® From cell-free tumour DNA 5.1 1.5 Yes 30 8

in CSF: TP53, BRCA1, NBN,

NF1, MGA rearrangement,

CASP8 rearrangement, RAF1

rearrangement
007 A[F DIPG H3.3K27M  KDM5A, PTEN 4] 20 No 2 10,30,50 16
008 15/M DIPG H3K27M® TP53 4.6 2.0 Yes 2 30 1
009 27/M sDMG  H3K27M° Patchy ATRX expression 5.7 1.6 Yes 2 10, 30 M
010 17/M DIPG H3.3K27M  NF1 4.1 15 Yes 2 30,50 15
012 12/F DIPG H3.3K27M  TP53, FANCM, MYD88, TSC2 3.9 1.0 No 2 30 1
013 7/M DIPG H3.3K27M  TP53 4.9 20 Yes 2 0]

®Patient nos. 001, 003 and 004 were previously reported as ‘DIPG Patient nos. 1, 2and 3’, respectively, in ref. 2. Note that patient nos. 002 and 011 became ineligible following enrolment and
before infusion; patient no. 002 was treated on a single-patient-compassionate IND application and was reported as ‘spinal cord DMG patient #1' in ref. 2. ®"As determined by immunohistochemistry.
NA, not applicable; UPN, unique patient number; XRT, radiation therapy.
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Essential

Desirable

K27 M-altered

Diffuse glioma with loss of K27me3 by immunohistochemistry, midline
location AND

K2/7M mutation for H3 K27-mutant subtype, OR

Pathogenic mutation or amplification of EGFR for the EGFR-mutant subt-
ype, OR

Dverexpressiun of EZHIP tor the H3'Wi|ﬂt},r‘pE with EZHIP ﬂ‘fEfEKDfEEEiﬂI’I
subtype, OR

Methylation profile of one of the subtypes of diffuse midline glioma

Molecular results discriminating the H3.1 or
H3.2 subtype from the H3.3 subtype

H3 G34-mutant

Cellular, infiltrative glioma with mitotic activity AND
H3.3 G34R or G34V mutation AND
Hemispheric location AND

Methylation profile of diffuse hemispheric glioma, H3 G34-mutant (for
unresolved lesions)

OLIG2 immunonegativity
Loss of ATRX expression

Diffuse p53 immunopositivity

pHGG A diffuse glioma in a child or young adult with high mitotic activity AND Microvascular proliferation
H3/IDH WT Lack of IDH1/IDH2 mutations AND Necrosis, typically palisading
Lack of H3 mutations AND K27me3 retained
Methylation profile: pHGG RTK1, RTK2 or MYCN OR
PDGFRA alteration, EGFR alteration, or MYCN amplification
Infant-type Cellular astrocytoma AND
hemispheric Presentation in early childhood AND
glioma Hemispheric location AND

Receptor tyrosine kinase alterations (e.g. fusion in NTRK family gene or
R0S1, MET1, or ALK) OR

Methylation profile: infant-type hemispheric glioma




* DMG H3K27 alterado: Astrocitoma agresivo tronco/ linea media

* DIPG > talamico, tallo, médula espinal

* Definido molecularmente en tres subtipos
1. DMG H3K27 M/L mutado (H3 subtipos 1-3)
2. DMG H3 wildtype con sobre expresion EZHIP
3. DMG con alteracion EGFR (amplificacion o mutacion)

* Inmunofenotipo consistente con el origen glial
* Olig2 y S100 positivas, variable para GFAP

* Puede coexistir con mutacion BRAF V600E > IDH1 >> H3.3. G34R/V



EPIGENETIC MECHANISMS

are affected by these factors and processes: i
e Development (in utero, childhood) o

e Environmental chemicals |

e Drugs/Pharmaceuticals

e Aging

e Diet

CHROMOSOME (6) METHYL GROUP

S

J
|

/ DNA methylation

Methyl group (an epigenetic factor found
in some dietary sources) can tag DNA
and activate or repress genes.

CHROMATIN

HEALTH ENDPOINTS

e Cancer

e Autoimmune disease
e Mental disorders

e Diabetes

EPIGENETIC
<%, FACTOR

GENE

HISTONE TAIL

Histones are proteins around which | HISTONE
DNA can wind for compaction and
gene regulation.

DNA inaccessible, gene inactive

,
h?

HISTONE TAIL //

DNA accessible, gene active

Histone modification

The binding of epigenetic factors to histone “tails
alters the extent to which DNA is wrapped around
histones and the availability of genes in the DNA
to be activated.

th)



" HIST1H3D, HIST1H3E, HISTT1H3F, HIST1HS3G,
HIST1H3H, HIST1H3I, HIST1H3J
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Put away your microscopes: The ependymoma molecular era

has begun

Stephen C. Mack'-2 and Michael D. Taylor3
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