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Introduction

1 Les gliomes diffus de I'adulte

1.1 Epidémiologie

1.1.1 Généralités

Les gliomes sont les tumeurs primitives malignes les plus fréquentes du systéme
nerveux central (SNC). lIs représentent environ 25% des tumeurs primitives du SNC
et 80% des tumeurs primitives malignes. [1,2]

Leur incidence varie en fonction du type histologique, de I'age et du sexe. De maniére
générale, les gliomes de haut grade voient leur incidence augmenter avec 'age et le
sexe masculin. [3]

Dans la majeure partie des cas, I'origine de ces tumeurs demeure inconnue. Parmi les
facteurs de risque reconnus, on retrouve :

e Certains syndromes génétiques (Syndrome de Lynch, Syndrome de Li-
Fraumeni, Neurofibromatose de type 1),
e La radiothérapie de la région céphalique.

Aucun autre facteur environnemental étudié n’a démontré, a ce jour, d’augmentation
du risque de tumeur gliale. [3]

Depuis la mise a jour en 2021 de la classification OMS des tumeurs du systéme
nerveux central, on oppose les gliomes diffus de l'adulte aux gliomes diffus
pédiatriques. Les gliomes diffus de I'adultes sont eux-mémes divisés en 3 types
tumoraux : les astrocytomes IDH mutés, les oligodendrogliomes IDH mutés et 1p/19q
codélétés, et les glioblastomes. [4]

1.1.2 Astrocytomes IDH mutés et Oligodendrogliomes IDH mutés,
1p/19qg-codélétés

La nouvelle classification des gliomes diffus de I'adulte n’étant appliquée que depuis
2021, nous manquons de données épidémiologiques précises sur les différents types
tumoraux.

Concernant les astrocytomes IDH mutés, une analyse de 2015 passant en revue
les données de 3 études incluant des patients IDH mutés et excluant les patients
1p19q codélétés retrouvait un dge médian au diagnostic :

e D’environ 38 ans pour les patients présentant une tumeur de grade 2 ou 3 ;
e D’environ 42 ans pour les patients présentant une tumeur de grade 4. [5]

L’analyse des données statistiques des tumeurs cérébrales aux Etats-Unis de 2015 a
2019 s’appuyant sur la classification OMS 2016 retrouvait des données différentes.
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L’age médian au diagnostic des astrocytomes diffus était de 45 ans et celui des
astrocytomes anaplasiques de 52 ans. [1]

Concernant les oligodendrogliomes, une étude de 2009 se basant sur les criteres
anatomopathologiques de 2007 retrouvait un age moyen au diagnostic de 43-44 ans
pour les grades 2 et de 47-49 ans pour les grades 3. [6]

L’analyse des données statistiques des tumeurs cérébrales aux Etats-Unis de 2015 a
2019 retrouvait cette fois des données similaires : 'dge médian au diagnostic des
oligodendrogliomes de grade 2 était de 44 ans et celui des oligodendrogliomes
anaplasiques (grade 3) de 49 ans. [1]

Les mécanismes de transformation tumorale a l'origine des astrocytomes et
oligodendrogliomes ne sont pas parfaitement élucidés. Il existe des arguments en
faveur d’une origine cellulaire commune a tous les gliomes IDH mutés. [7] || semblerait
que les masses tumorales soient composées d’'un mélange de sous populations
cellulaires : des cellules matures de différenciation astrocytique ou oligodendrocytique,
et des cellules peu différenciées, proches de cellules progénitrices ou souches,
capables de prolifération. [8]

1.1.3 Glioblastomes

Parmi les gliomes, les glioblastomes sont les tumeurs les plus fréquentes. lIs
représentent 14% des tumeurs primitives du systéme nerveux central et 50% des
tumeurs primitives malignes.

L’incidence augmente avec I'age mais ils peuvent survenir a tout age. L’age médian
au diagnostic est de 65 ans. [1]

Plusieurs arguments sont en faveur d'une origine cellulaire bien distincte des
astrocytomes et oligodendrogliomes IDH mutés : les différences moléculaires, d’age
au diagnostic, de pronostic, mais aussi de localisation tumorale. Les gliomes diffus
IDH mutés semblent présenter une prédilection pour les régions frontales que I'on ne
retrouve pas chez les glioblastomes. [7]

A I'’échelle microscopique, les glioblastomes présentent une hétérogénéité marquée,
inter et intra individuelle. Cette hétérogénéité s’exprime spatialement au sein de
différentes régions tumorales, mais également temporellement avec une évolutivité
des Iésions et de leur composition. Devant I'importance de I'hétérogénéité tumorale et
de la plasticité cellulaire, déterminer la cellule a I'origine de la transformation tumorale
est une tache ardue. [9,10]
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1.2 Présentation clinique et diagnostic

Quelle que soit 'anatomopathologie sous-jacente, la présentation clinique des gliomes
de haut grade dépend principalement de la localisation tumorale. lls peuvent
engendrer des déficits focaux variés, d’installation généralement progressive ou
rapidement progressive. Des signes d’hypertension intracranienne (HTIC) peuvent
étre révélateurs, associés ou non a un déficit focal :

e Céphalées a prédominance matinale,
e Nausées et vomissements soulageant la céphalée,
e Diplopie horizontale par atteinte non localisatrice du nerf cranien VI.

Les manifestations épileptiques sont fréquentes et de sémiologie variable selon la
localisation tumorale. Elles sont généralement focales avec parfois une généralisation
secondaire. Le risque de survenue de crise dépend de I'anatomopathologie tumorale.
[11] A titre d’exemple, la présence d’un gliome avec mutation IDH serait un facteur de
risque indépendant de présenter des manifestations épileptiques. Elle engendrerait la
libération de D-2-hydroxyglutarate dans I'environnement cellulaire, agissant comme
un analogue du glutamate, pouvant favoriser la survenue de crises d’épilepsie. Une
étude de 2017 s’est intéressée a la fréquence de survenue de crises d’épilepsie en
préopératoire en fonction de l'histologie tumorale. On retrouvait une fréquence de
crises allant de 18 a 34% pour les patients présentant un glioblastome IDH sauvage,
contre 59 a 74% pour les patients présentant une tumeur IDH mutée (astrocytome ou
oligodendrogliome). [12]

L’apparition de déficits focaux rapidement progressifs, de signes d’HTIC, ou de crises
focales, doit motiver la réalisation d’'une imagerie cérébrale qui permettra d’authentifier
le processus lésionnel sous-jacent. Dans le cadre des tumeurs cérébrales, le Gold
standard en imagerie est I'IRM cérébrale avec injection de gadolinium. [13]

Les gliomes de haut grade apparaissent en IRM comme des Iésions irréguliéres, avec
des prises de contraste périphériques. Un contingent de nécrose centrale est
fréequemment présent. lls sont entourés d’une réaction cedémateuse en hypersignal
T2 variable. Leur aspect remnographique est parfois moins évocateur, constitué d’'un
simple hypersignal T2 ponctué de prises de contraste focales en séquence T1 avec
injection de gadolinium.

Une fois le processus tumoral identifié en imagerie, c’est le geste chirurgical qui
permettra I'analyse anatomopathologique de la Iésion et le diagnostic. L’exérese
chirurgicale sera préférée sile patient est en bon état général et que la Iésion n’envahit
pas une zone fonctionnelle. Dans le cas contraire, des biopsies seront réalisées.
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1.3 Biologie moléculaire des gliomes et classification OMS 2021

Une fois le prélévement chirurgical effectué, I’anatomopathologie permet le
diagnostic définitif, guidée par la classification OMS 2021 des tumeurs du systéme
nerveux central. Cette derniére version de la classification OMS introduit le concept de
diagnostic intégré, associant les informations issues de [l'analyse
anatomopathologique, immunohistochimique et des analyses de biologie moléculaire.
[4]

Comme exposé précédemment, on distingue 3 types de gliomes diffus de I'adulte : les
astrocytomes IDH mutés, les oligodendrogliomes IDH mutés 1p19g-codélétes et les

glioblastomes (Figure 1)

( Gliome infiltrant diffus )

Mutation IDH1 codon 132
ou IDH2 codon 172

Co déletion 1p19q

« Prolifération microvasculaire

» Ou Nécrose

e Ou Mutation du promoteur
TERT

* QOu amplification EGFR

e Ou Gain chromosome 7 et
pertedu 10 W

5 Oligodendrogliome IDH
(Astrocytome IDH mute) ( muté 1p19q codélété )
Glioblastome

Figure 1 : Représentation schématique de la classification OMS 2021 des gliomes diffus
de l'adulte. Figure réalisée a I'aide du logiciel Biorender.

Perte d'expression
dATRX

1.3.1 Astrocytomes IDH mutés

Les astrocytomes IDH mutés sont des tumeurs infiltrantes de morphologie gliale. I
en existe 3 grades, allant de 2 a 4.

Un critére essentiel a leur diagnostic est la présence d’'une mutation IDH1 ou IDH2.
Sa recherche peut se faire par 'immunohistochimie, qui identifie de maniére sensible
et spécifique les mutations IDH1 R132H, représentant 90% des mutations IDH. Sa
positivité suffit a affirmer la présence d’une mutation IDH1. En cas de négativité, le
séquengage du géne est nécessaire pour rechercher une mutation plus rare d’IDH1
ou 2.
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Une fois la présence d’'une mutation IDH1 affirmée, il faut rechercher la perte
d’expression d’ATRX en immunohistochimie ou exclure la présence d’'une codélétion
1p/19q en Fluorescence In Situ Hybridization (FISH) ou en biologie moléculaire pour
affirmer le diagnostic d’astrocytome IDH muté.

Enfin, la détermination du grade tumoral peut se baser sur des critéres
anatomopathologiques :

e Présence d’anaplasie,
¢ Intensité de I'activité mitotique,
e Présence de prolifération microvasculaire ou de nécrose.

Il existe également un critére de biologie moléculaire : la délétion homozygote de
CDKN2A ou B, qui signe la présence d’un astrocytome de grade 4. [14]

1.3.2 Oligodendrogliomes IDH mutés, 1p19q-codélétés

Les oligodendrogliomes sont des tumeurs relativement bien délimitées, pouvant étre
composeées de cellules de morphologie oligodendrogliale, mais également astrocytaire
ou gemistocytique. Il en existe seulement deux grades : le grade 2 ou 3.

Quelle que soit la morphologie cellulaire, deux critéres signent le diagnostic :

e Laprésence d’'une mutation IDH1 ou 2, identifiée par 'immunohistochimie IDH1
R132H ou par séquengage du géne en biologie moléculaire (NGS).

e La présence d'une codélétion 1p/19q, identifiée par FISH ou méthode de
biologie moléculaire.

La préservation de I'expression d’ATRX en immunohistochimie et la présence d’'une
mutation du promoteur de TERT sont également des arguments en faveur du
diagnostic.

Une fois le diagnostic d’oligodendrogliome affirmé, la détermination du grade se
basera sur :

La cellularité,

Les atypies cytologiques,

L’activité mitotique,

La présence ou non d’une prolifération microvasculaire ou de nécrose.

Il n’existe pas de critere objectif bien établi permettant de faire la différence entre un
grade 2 et un grade 3. L'impact pronostic de la délétion homozygote de CDKN2A
semble péjoratif, sans définition aussi claire que pour les astrocytomes. [15]
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1.3.3 Glioblastomes

Les glioblastomes sont des tumeurs trés infilirantes, composées de cellules
astrocytaires habituellement peu différenciées. Il n’en existe qu'un seul grade : le
grade 4.

Le diagnostic nécessite la présence d’'une tumeur astrocytaire sans mutation IDH ou
H3. La négativité de 'immunohistochimie IDH1 R132H est suffisante pour les patients
de plus de 55 ans :

e Sans antécédent de gliome de bas grade préexistant,
e Avec une expression d’ATRX préservée.

Dans le cas contraire, une technique complémentaire de séquencgage des génes IDH1
et 2 est nécessaire pour exclure un astrocytome. De maniére similaire, les tumeurs
gliales de la ligne médiane doivent systématiquement bénéficier d’'une recherche
complémentaire de la mutation H3K27M, pour exclure un gliome diffus de la ligne
médiane H3K27 altéré, qui est une entité propre de la classification OMS.

Au sein des gliomes infiltrants IDH et H3 sauvages, la présence d'un des 5 criteres
suivants suffit pour affirmer le diagnostic de glioblastome :

La présence d’'une prolifération microvasculaire ;

La présence d’'une nécrose ;

La présence d’'une mutation du promoteur de TERT ;

La présence d’'une amplification EGFR ;

La présence d’'un gain de copie du chromosome 7 et d'une perte du
chromosome 10.

Ainsi, le diagnostic de glioblastome peut étre posé malgré I'absence d’un aspect
anatomopathologique caractéristique, grace a la biologie moléculaire. [16]

1.4 Prise en charge et pronostic

Une fois le diagnostic définitif affirmé, les options thérapeutiques pour chaque patient
sont discutées en réunion de concertation pluridisciplinaire, afin d’assurer la
meilleure prise en charge en I'état des connaissances scientifiques.

Pour les patients présentant un astrocytome IDH muté ou un oligodendrogliome
IDH muté, 1p/19g-codélété, une résection chirurgicale maximaliste est bénéfique des
que réalisable. Selon les recommandations de 'EANO et de 'ASCO, un traitement
adjuvant par radiothérapie et chimiothérapie peut étre proposé en fonction de
I'extension de la résection, de I'age et du grade anatomopathologique. [17,18]

Pour les patients présentant un astrocytome IDH muté de grade 4, selon 'ASCO,
la prise en charge peut rejoindre celle des glioblastomes, détaillée ci-dessous, ou celle
des astrocytomes de grade 3. [18]

Pour les glioblastomes, la premiere ligne de traitement est bien codifiée et
comprend, dés que réalisable, une chirurgie avec résection maximaliste, une radio-

17



chimiothérapie adjuvante et 6 cycles de chimiothérapie adjuvante par Temozolomide,
administrée 5 jours par mois a la posologie de 150mg/m? le premier cycle puis
200mg/m? les cycles suivants. [17-20]

Quelle que soit la pathologie gliale sous-jacente, un age jeune et un bon état général
constituent des facteurs indépendants de bon pronostic. [17]

Au sein des astrocytomes IDH mutés, un autre facteur pronostic reconnu est la
présence ou non dun reliquat tumoral post opératoire. [21] Le grade
anatomopathologique est également associé a la survie : les astrocytomes IDH mutés
de grade 2 présentent une survie globale supérieure a 10 ans, les astrocytomes IDH
mutés de grade 3, une survie globale entre 5 et 10 ans et les astrocytomes IDH mutés
de grade 4, une survie de moins de 5 ans (environ 3 ans). [22]

Il existe peu d’études pronostiques puissantes concernant les oligodendrogliomes
IDH mutés, 1p/19qg-codélétés, ceux-ci étant auparavant confondus dans la
population des gliomes IDH mutés. lls semblent néanmoins présenter un pronostic
plus favorable que les astrocytomes IDH mutés. [23]

Malgré une prise en charge maximale, les glioblastomes restent des tumeurs de
pronostic sombre, avec une médiane de survie de 15 mois. [13] A grade identique,
leur pronostic est plus péjoratif que celui des astrocytomes IDH mutés. [24] Les
facteurs de bon pronostic actuellement reconnus en dehors de I'age sont : un bon état
géneéral et la présence d’'une hyperméthylation du promoteur MGMT. [20] L'extension
de la résection est également un facteur pronostic important, renforcé par la définition
récente de I'exérése « supramaximale » par le Response Assessment in Neuro-
Oncology (RANO) resect group. Ce terme désigne une résection de la prise de
contraste et de plus de 60% de I'hypersignal FLAIR, ou laissant moins de 5cm? de
Iésion tumorale ne prenant pas le contraste. Elle est associée a une meilleure survie
que la résection compléte, désignant la résection de toute la prise de contraste. [25]

1.4.1 A larécidive

Nous disposons de peu de données comparatives sur 'efficacité des traitements a la
récidive et il n’existe pas, a ce jour, de recommandation formelle sur leur prise en
charge. Celle-ci doit étre discutée en réunion de concertation pluridisciplinaire afin
d’évaluer l'opportunité d’'un nouveau traitement par chirurgie, radiothérapie ou
chimiothérapie, en fonction des traitements précédemment recus, des caractéristiques
IRM de la récidive (multifocalité, étendue, envahissement d’'une zone fonctionnelle) et
de I'état général du patient. [17,18]

18



2 Les transcrits de fusion

2.1 Définition et mécanismes moléculaires

Les génes de fusion sont des génes hybrides, nés de la mise en continuité de deux
genes habituellement non attenants, via divers mécanismes moléculaires.

Les mécanismes les plus souvent impliqués sont (Figure 2) :

- La translocation: échange de segments de chromosomes entre deux
chromosomes différents,

- L'insertion : insertion d’'un fragment chromosomique sur un site différent d’'un
méme chromosome ou d’un second chromosome,

- L’inversion : rotation d’'un segment de chromosome mettant en continuité des
geénes habituellement non contigus,

- La délétion : perte d’'un fragment de chromosome pouvant rapprocher deux
génes non attenants,

- La duplication : copie d'un fragment de chromosome (détails partie 3.2
Découverte des transcrit impliguant FGFR dans les glioblastomes et premiéeres
études).
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)

A B

0 O -
C D

Figure 2 : Schéma des principaux réarrangements chromosomiques pouvant étre
responsables de la constitution de genes de fusion ; A : Translocation ; B : Insertion ; C :
Inversion ; D : délétion. Figure réalisée a I'aide du logiciel Biorender.

Ces réarrangements sont dits équilibrés s’ils préservent la quantité de matériel
génétique de la cellule mais entrainent une réorganisation des informations
(translocation, insertion, inversion). lls sont dits déséquilibrés si la quantité
d’information génétique de la cellule est modifiée (délétion, duplication). [26]

Les génes de fusion sont tenus responsables d’environ 20% de la morbidité liée aux
cancers chez I'Homme. [27] lls participent a la carcinogénése via différents
mécanismes :

- La synthése d’'un ARNm de fusion (transcrit de fusion) puis d’une protéine
de fusion ayant une activité pro-oncogéne anormale ;

- La dérégulation de la transcription d’'une protéine ayant une morphologie et
une activité normale, par la mise en continuité de sa séquence codante avec
un nouveau promoteur. Ceci aboutit, le plus souvent, a un excés de
transcription et de synthése d’une protéine pro-oncogéne normale ;
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- La troncation d’'un géne suppresseur de tumeur, entrainant une perte de
fonction d’'une protéine antitumorale. [26]

Dans la majeure partie des cas, les protéines mises en cause dans ces fusions sont
des tyrosines kinases ou des facteurs de transcription. [27]

Le premier géne de fusion a été identifié dans les années 1980. Il s’agit du géne de
fusion BCR-ABL, impliqué dans la pathogénése de la leucémie myéloide chronique.

Il est la conséquence d’une translocation réciproque entre les chromosomes 9 et 22
(t(9; 22)(9q34911)), mettant en continuité la région BCR du bras long du chromosome
22 et le géne Abelson (ABL) du bras long du chromosome 9, au sein du chromosome
de Philadelphie (229-) (Eigure 3). Il entraine la synthese d’une protéine de fusion avec
une fonction tyrosine kinase constitutivement active et non régulée, conduisant a
I'apparition de la maladie hématologique. [28]
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Figure 3 : Translocation (t(9;22)(q34q11)) : genése du chromosome de Philadelphie et du
gene de fusion BCR-ABL. Figure réalisée a I'aide du logiciel Biorender.

La découverte de ce mécanisme physiopathologique a permis le développement
d’inhibiteurs spécifiques dont le premier, synthétisé en 1996 et approuvé par la Food
and Drug Administration (FDA) en 2001, a été I'lmatinib, révolutionnant le pronostic de
cette maladie. [29]

Ainsi, les génes de fusion se sont progressivement imposés comme des outils clés de
la prise en charge des cancers a plusieurs niveaux :

- L’aide au diagnostic en cas de fusion spécifique d’un certain type tumoral,

- L’aide au suivi de l'efficacité thérapeutique par la clairance et disparition du
transcrit de fusion, reflétant la présence des cellules tumorales,

- Etlaide au traitement, les anomalies moléculaires en cause pouvant constituer
des cibles thérapeutiques spécifiques.
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2.2 Meéthodes de detection

Les premieres fusions ont été mises en évidence par I’analyse cytogénétique des
bandes chromosomiques, qui sont spécifiques a chaque chromosome. Cependant,
la sensibilité et la résolution de cette méthode est faible, et elle nécessite I'accés a des
cellules vivantes et une étape préalable de culture cellulaire. [26]

Dans un second temps, la mise au point des méthodes de FISH a permis de préciser
'analyse des fusions géniques. Parmi les inconvénients de cette méthode, on peut
citer la nécessité de connaitre a priori le géne recherché afin d’utiliser la sonde
appropriée. Elle ne permet pas la découverte de nouvelles fusions avec deux
partenaires géniques inconnus. De plus, elle ne permet la recherche que d’'une fusion
a la fois. [26]

Par la suite, le développement des méthodes de biologie moléculaire a
considérablement acceéléré I'étude et la découverte de nouvelles fusions géniques.

Parmi celles que I'on peut citer, les méthodes de RT-PCR (Reverse Transcription
Polymerase Chain Reaction) sont rapides a mettre en ceuvre, sensibles et nécessitent
peu de tissu. Cependant, elles ne permettent la recherche que d’'un nombre limité de
réarrangements dont les partenaires sont connus. [30]

Le développement des méthodes de séquengage génomique a révolutionné 'étude
du génome tumoral et des fusions géniques. Les méthodes de séquengage haut
débit ou NGS (Next Generation Sequencing), par une analyse non orientée du
génome tumoral, ont permis l'identification de plus 10 000 fusions géniques. Elles ont
révélé I'existence de fusions impliquant des partenaires géniques insoupgonnés ou
des modifications intrachromosomiques minimes.

La base de données Mitelman, accessible sur internet, apporte un recueil exhaustif
réalisé manuellement et mis a jour 4 fois par an, de toutes les anomalies génétiques,
particuliérement les fusions géniques, retrouvées dans les cancers. Elle recense
actuellement 33 671 fusions, tout cancer confondu. [31]

Le matériel cellulaire utilisé pour ces techniques peut étre :

- De I’ADN cellulaire : whole genome sequencing ou séquengage de I'exome,
- De I’ARN : analyse du transcriptome.

Ces méthodes non orientées sont cependant longues et colteuses a mettre en ceuvre.
[32]

Les méthodes actuellement utilisées en pratique courante assurent un séquengage
orienté de I’'ARN, s’appuyant sur des panels prédéfinis de génes connus pour étre
impliqués dans la physiopathologie des tumeurs solides ou des hémopathies
malignes. Une amélioration de la sensibilité de la recherche de fusions géniques a été
démontrée avec l'utilisation de ces panels. Une étude de 2019 menée par Heyer et al.
a retrouvé une amélioration du taux diagnostic des fusions géniques de 63 a 76% au
sein d’une cohorte de 72 tissus tumoraux de patients (40 tumeurs solides et 32
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hémopathies malignes), en utilisant une méthode de séquengage ARN ciblée avec
deux panels distincts de génes: l'un plutbt orienté pour les pathologies
hématologiques comprenant 188 génes, et I'autre plutét orienté pour les tumeurs
solides avec 241 génes. [33]

Au CHU de Lille, pour les tumeurs solides, nous utilisons une méthode de séquencage
ARN ciblé via le panel Archer® FusionPlex®, étudiant la présence de fusions ou de
mutations associées a 74 génes impliqués dans la physiopathologie de différentes
tumeurs solides.

2.3 Les transcrits de fusion dans les gliomes de haut grade

Les tumeurs primitives du systéme nerveux central et notamment les gliomes de haut
grade ont pu bénéficier des avancées techniques des méthodes d’analyse du génome,
en cytologie et en biologie moléculaire. Ces tumeurs gardant un pronostic sombre et
variable d’un individu a l'autre, I'analyse de leur génome est motivée par une volonté
de compréhension de leurs mécanismes moléculaires et la recherche de nouvelles
cibles thérapeutiques.

La premiere fusion génique identifiée dans le glioblastome a été mise en évidence en
2003. Il s'agissait d’'une fusion FIG-ROS, née d’'une délétion intrachromosomique. Elle
entraine I'expression d’un transcrit de fusion, puis la synthése d’une protéine de fusion
présentant une activité kinase constitutivement active, pouvant favoriser la
transformation gliale. [34]

Par la suite, I'arrivée des méthodes de séquengage génomique et d’analyse du
transcriptome a accéléré les découvertes. Une étude de 2013 a ainsi retrouvé un géne
de fusion au sein de 30 a 50% des glioblastomes de 2 cohortes de patients. La plupart
de ces fusions étaient uniques et retrouvées au sein d’une seule tumeur gliale. Leur
implication dans la gliomageneése et leur pertinence thérapeutique est alors difficile a
évaluer. Certaines fusions, en revanche, ont été retrouvées de maniére récurrente et
semblent présenter une importance physiopathologique et thérapeutique. [35]

Parmi elles, les fusions impliquant FGFR et notamment les fusions FGFR-TACC
ont rapidement été identifiées comme récurrentes et possiblement déterminantes dans
la gliomagenése (détails partie 3.2 Découverte des transcrits impliquant FGFR dans
les glioblastomes et premiéeres études). [35-37]

Certaines fusions impliquant EGFR ont également été retrouvées de maniére
récurrente. [35,37,38] Une étude réalisant une analyse du transcriptome de 185
échantillons de glioblastome a retrouvé une fusion impliquant EGFR au sein de 7.6%
de ces échantillons. Dans 9 cas sur 14, il s'agissait d’'une fusion EGFR-SEPT14. Par
une activation de voies de signalisation spécifiques, cette fusion favoriserait la
prolifération et la migration tumorale. [38]
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Les fusions NTRK ont été mises en évidence dans plusieurs types de cancer solides,
et particulierement dans les gliomes. Une étude de 2014 analysant le transcriptome
de 162 échantillons de gliomes a retrouvé 2 fusions impliquant NTRK. Par la suite, une
étude de 2019 recherchant ces fusions au sein de différents types de tumeurs solides
issus de 11 500 patients a retrouvé 31 cas de fusions impliquant NTRK. Parmi eux, 14
étaient des gliomes. [39] L’'activité de ces fusions sur la prolifération cellulaire a été
démontrée in vivo et in vitro. [40] Elles sont intéressantes a mettre en évidence car
elles présentent un intérét thérapeutique. [41]

Les fusions PTPRZ1-MET sont également retrouvées de maniére récurrente. Elles
semblent concerner principalement les gliomes IDH mutés. Leur présence traduirait
un pronostic plus sévére de la pathologie sous-jacente et une diminution de la survie.
[36,37]

Ces exemples ne constituent qu’un fragment de I'ensemble des découvertes faites par
'analyse du génome des gliomes de haut grade. La base de données Mitelman
recense, suite a la derniére mise a jour de juillet 2023, 1186 cas de fusion génique au
sein des gliomes de haut grade. [31] La détermination précise de leur impact dans la
gliomagénése reste a l'étude, de méme que [I'évaluation de leur importance
thérapeutique. L’étude moléculaire des gliomes est toujours un enjeu d’actualité, a la
recherche de biomarqueurs diagnostiques, pronostiques et a la recherche de
nouvelles cibles thérapeutiques.

3 Transcrits de fusion impliquant FGFR

3.1 Physiologie et physiopathologie de FGFR

Les récepteurs au facteur de croissance fibroblastique (FGFR) constituent une
famille de récepteurs a activité tyrosine kinase. |l en existe 4 différents codés par 4
genes distincts : FGFR1, FGFR2, FGFR3 et FGFR4. lIs sont composés d’'un domaine
extracellulaire, d’'une hélice transmembranaire et d’'un domaine intracellulaire (Figure
4).

Le domaine extracellulaire est constitué de 3 sous-unités présentant une structure
semblable a celle d'immunoglobulines, dites « Ig-like ». Ces sous-unités permettent la
fixation de ligands spécifiques. Elles exercent également un réle d’auto-inhibition
permettant une régulation physiologique des récepteurs.

Le domaine intracellulaire porte I'activité tyrosine kinase. La fixation d’'un ligand sur
le domaine extracellulaire entraine une dimérisation du récepteur, une
transphosphorylation des domaines kinases intra-cellulaires, permettant I'activation de
différentes voies de signalisation (voie des MAPK, voie de PI3K). Des sous-unités
assurant une activité régulatrice sont également présentes en intra-cellulaire. [42,43]
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Figure 4 : Schéma simplifié du Fibroblast growth factor receptor (FGFR). Figure réalisée a
l'aide du logiciel Biorender.

Ces récepteurs sont essentiels a certains processus physiologiques : migration,
survie, prolifération, différenciation cellulaire. Leur dérégulation peut étre impliquée
dans différents processus pathologiques. L’hyperactivation de ces récepteurs et de
leurs voies d’aval peut étre a I'origine de phénomeénes de carcinogénese. [44]

3.2 Découverte des transcrits impliquant FGFR dans les
glioblastomes et premiéres études

En 2012, Singh et al. ont décrit les premiers et principaux génes de fusion impliquant
FGFR dans le glioblastome : les génes de fusion FGFR-TACC. lls mettent en
continuité I'un des génes codant pour un récepteur de croissance fibroblastique et le
gene transforming acidic coiled coil (TACC).

Le géne TACC code une protéine constituée d’'un domaine super hélice qui détermine
sa localisation au niveau du fuseau mitotique et du centrosome. Physiologiquement,
cette protéine assure la stabilisation du fuseau mitotique pendant la mitose.

La plus fréquente et la mieux décrite de ces fusions est FGFR3-TACC3, dont la
fréquence est estimée entre 3 et 4% au sein des gliomes. [45,46] Elle a été décrite
pour la premiére fois par Singh et al qui I'identifient a 2 reprises lors d’une analyse du
transcriptome de 9 lignées de cellules de glioblastome de patients, et secondairement
a 4 reprises au sein des données du Cancer Genome Atlas (TCGA). [45] Elle a, par la
suite, été retrouvée et décrite dans de nombreuses études [46-50]
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Elle nait d’'un phénoméne de duplication en tandem au sein du chromosome 4 (Figure
5). Différents variants existent selon les points de cassure impliqués. Tous
comprennent le domaine tyrosine kinase de FGFR3 et le domaine superhélice de
TACC3. [48]

Les fusions FGFR3-TACC3 déterminent la synthése d’'une protéine de fusion
constituée du domaine FGFR3 a son extrémité N-terminale et TACC a son extrémité
C-terminale.

Chromosome 4

Géne de fusion FGFR3-TACC3

Figure 5 : Schéma simplifié de la duplication en tandem a l'origine des genes de fusion
FGFR3-TACCS3. Figure réalisée a l'aide du logiciel Biorender.

Son importance dans la gliomagenése a rapidement été démontrée in vitro et in vivo.
In vitro, la transfection de cette fusion au sein de fibroblastes de rats a permis
'acquisition de caractéristiques de cellules tumorales, avec notamment I'apparition
d’'une indépendance d’ancrage. In vivo, sa transfection au sein de cellules
astrocytaires secondairement greffées a des souris immunodéficientes entrainait la
formation de tumeurs chez ces souris. [45]

Une étude de 2012 a démontré que la naissance de cette fusion engendrait une perte
de la région 3’ non traduite du géne FGFR. Or, y est présent un site de fixation de
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microARN (miRNA) spécifiques, régulant la synthése du récepteur. Cette régulation
est donc perdue pour la protéine de fusion et son expression est plus importante dans
les cellules tumorales. [47]

Les voies par lesquelles cette protéine de fusion favorise la transformation tumorale
ne sont pas toutes élucidées. Le domaine TACC de la protéine de fusion favorise sa
dimérisation, sa phosphorylation et son activation. Les protéines de fusion FGFR-
TACC sont donc constitutivement actives. Plusieurs études semblent cependant
démontrer que, bien que sa mise en jeu active des voies de prolifération cellulaire, il
ne s’agit pas des voies habituellement mises en jeu par les récepteurs FGFR
membranaires. [45,51] Une étude de 2018 présentait des résultats en faveur de
I'activation du métabolisme mitochondrial au sein des cellules tumorales grace a cette
protéine de fusion. [52] Par ailleurs, la présence du domaine superhélice de TACC
permettrait la localisation de cette protéine a proximité du fuseau mitotique, ou elle
favoriserait I'aneuploidie. [45]

Plusieurs études se sont attachées a décrire les caractéristiques cliniques des
patients présentant un gliome avec une fusion FGFR3-TACC3. Aucune
caracteéristique clinique ne semble se détacher particulierement. Certains motifs
anatomopathologiques semblent en revanche récurrents :

- Des noyaux ovoides monomorphes,
- Une disposition palissadique des noyaux,
- Un aspect de pseudorosettes périvasculaires. [49]

De méme, certaines anomalies moléculaires semblent associées a la présence d’'un
transcrit FGFR3-TACC3 :

- La présence plus fréquente d’amplification MDM2 ou CDK4,
- Une fréquence moindre d’amplification EGFR,
- Et une fusion mutuellement exclusive avec le variant EGFRUVIII. [46,48,50]

Certaines études se sont attachées a déterminer si la présence d’une fusion FGFR3-
TACCS constituait un facteur pronostic indépendant. Les résultats sont discordants
a ce sujet. Une premiére étude de 2020 menée par Di Stephano et al. a associé la
présence d’une fusion FGFR3-TACC3 a un allongement de la survie globale,
indépendamment de I'age, de I'état général, de I'étendue de la résection, du statut
MGMT et du traitement réalisé (HR=0.47, 95%CI 0.27-0.80) [50]. Cependant, une
seconde étude de 2020 menée par Mata et al n'a pas retrouvé de différence
statistiquement significative sur la survie globale. [46]

D’autres fusions moins fréquentes impliquant FGFR3 ou d’autres isoformes de
FGFR ont également été découvertes, mais sont moins décrites.

FGFR1-TACC1 a également été décrite pour la premiéere fois par Singh et al [45], puis
citée a plusieurs reprises dans la littérature. [53,54] Son réle au cours de la mitose
serait similaire a celui de FGFR3-TACC3.

Une fusion FGFR2-TACC2 a également été retrouvée, associée a un pronostic
particulierement péjoratif [55]
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FGFR3 a également été décrit en association a d’autres partenaires : CAMK2A, qui
semble également favoriser sa dimérisation et son activation [56], TLN1 [55], etc...
[54].

Il n’existe pas a ce jour de critére validé pour indiquer une recherche de transcrits de
fusion. Pour les fusions impliquant FGFRS3, une analyse immunohistochimique a la
recherche de FGFRS3 peut étre réalisée sur les prélevements tumoraux. [48,56] Sa
positivité est un argument devant inciter a rechercher un transcrit de fusion impliquant
FGFR3. La sensibilit¢ de cette immunohistochimie a été évaluée a 100% et sa
spécificité a 92% [49]. Il n’existe cependant pas de test de dépistage pour les transcrits
de fusion impliquant une autre isoforme de FGFR.

3.3 Thérapies ciblées

Les premiers tests mettant en jeu des inhibiteurs spécifiques de FGFR ont été
menés presque immeédiatement aprés la découverte de FGFR3-TACCS3 par la méme
équipe, celle de Singh et al. L'efficacité de 3 inhibiteurs différents de FGFR a d’abord
été évaluée in vitro sur des lignées cellulaires fibroblastiques transfectées avec des
fusions FGFR3-TACC3 ou FGFR1-TACC1. Les 3 molécules ont démontré une
capacité d’inhibition de la croissance de ces cellules tumorales. Deux de ces
inhibiteurs ont ensuite été évalués in vivo, au sein de souris xénogreffées de cellules
astrocytaires exprimant la fusion FGFR3-TACC3. L’administration d’un inhibiteur de
FGFR permettait de réduire efficacement la croissance tumorale et de prolonger leur
survie. [45]

La premiére tentative d’administration d’un inhibiteur de FGFR a ’lHomme a été menée
en 2015 par Di Stephano et al [48], chez de deux patients atteints de glioblastome
présentant une progression en cours de TEMOZOLOMIDE adjuvant. L'usage de ce
traitement a permis d’obtenir, dans un cas, une stabilisation de la maladie pendant 4
mois, et dans 'autre une réduction de 22% de la taille tumorale pendant 4 mois. [48]

Plusieurs inhibiteurs de FGFR ont ensuite été évalués dans des essais cliniques
dédiés aux tumeurs primitives cérébrales ou autorisant I'inclusion de différents types
de tumeurs solides présentant différentes altérations moléculaires de FGFR.

Un premier essai de Phase 2 multicentrique a débuté en 2013, évaluant le
BGJ398 ou INFIGRATINIB, un inhibiteur de tyrosine kinase ciblant les récepteurs
FGFR1, 2 ou 3. Cet essai a été mené chez des patients présentant un glioblastome
ou un gliome opére, récidivant ou non résécable, porteurs d’'une mutation activatrice
de FGFR ou d’une fusion FGFR3-TACC3 ou FGFR1-TACC1. 26 patients ont été
inclus. Deux patients ont présenté une réponse partielle (7.7%) et 7 une stabilisation
de la maladie (26.9%), pendant plus d’'un an pour 4 d’entre eux, dont un présentait une
fusion FGFR3-TACC3. L’étude n’a pas retrouvé de signaux de sécurité inquiétant. [57]
Les essais n'ont cependant pas été poursuivis et la molécule n’est actuellement plus
produite.
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L’essai TARGET, de phase l/ll, ouvert en 2015 et conduit en France, s’est intéressé
a l'efficacité de I’AZD4547, un inhibiteur de tyrosine kinase ciblant également les
récepteurs FGFR1, 2 ou 3, au sein de gliomes présentant une fusion FGFR-TACC.
L’essai est fermé aux inclusions depuis 2019, sans résultat publié pour le moment.
[58]

L’ERDAFITINIB, un inhibiteur de tyrosine kinase pan FGFR, a été évalué par I'’essai
RAGNAR, essai de phase 2 ouvert en 2019 aux patients atteints de tumeurs solides
avancees présentant une altération de FGFR. L'inclusion de patients présentant une
tumeur primitive cérébrale était autorisé. L’essai est actuellement fermé aux inclusions,
sans résultat publié pour le moment. Nous ne disposons pas du nombre de tumeurs
gliales éventuellement incluses dans cet essai [59] Cependant, il existe un programme
d’accés étendu a cette molécule aux Etats Unis depuis 2019 pour tous les patients
ayant un cancer avancé avec altération de FGFR au sens large. [60] Un essai de
phase 2 doit également s’ouvrir prochainement, évaluant spécifiquement I'efficacité de
'ERDAFITINIB sur les gliomes IDH sauvages présentant une fusion FGFR-TACC. [61]
En France, le Laboratoire Janssens a décidé de restreindre son accés compassionnel
aux carcinomes urothéliaux.

L’essai FUZE, un essai de phase Il ouvert en 2019, s’est intéressé a l'activité de
Debio1347, un inhibiteur pan FGFR sur les tumeurs solides présentant une fusion
FGFR1, 2 ou 3. L’essai a dU étre arrété précocement en 2022 devant une efficacité
antitumorale insatisfaisante. Aucun résultat n’a été publié pour le moment et nous ne
disposons pas des données sur le nombre de tumeurs gliales éventuellement incluses
dans cet essai. [62]

Actuellement, une étude de phase 2, I'étude FIGHT-209, a été ouverte en 2022,
évaluant I'activité du PEMIGATINIB, un inhibiteur de tyrosine kinase ciblant FGFR1, 2
ou 3, chez les patients présentant un glioblastome ou toute autre tumeur primitive du
systéme nerveux central portant une altération activant FGFR1, 2 ou 3. Cette étude
est accessible dans certains centres en France, notamment a Lille. Des résultats sont
attendus pour 2026. [63]

4 Obijectif

L’analyse moléculaire des gliomes de haut grade demeure un enjeu clé pour la
compréhension des mécanismes de gliomagenése et la découverte de biomarqueurs
diagnostiques et théranostiques.

Les transcrits de fusion, identifiés de maniére récurrente dans les gliomes de haut
grade, constituent une piste d’intérét. Parmi eux, les transcrits de fusion impliquant
FGFR sont les plus fréquents. Leur association a un meilleur pronostic a été suggérée
mais les résultats sont discordants. Par ailleurs, il n’a pas été retrouvé de profil clinique
spécifique des patients présentant ce type de gliome.
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L’objectif principal de cette thése est donc de comparer la survie de patients
présentant un gliome de haut grade avec transcrit de fusion impliquant FGFR, a
celle de patients présentant un gliome de haut grade sans transcrit de fusion
impliquant FGFR. Nous émettons I’hypothése d’une meilleure survie des
patients présentant un transcrit de fusion impliquant FGFR.

Les objectifs secondaires de cette thése sont d’assurer une description clinique,
radiologique, immunohistochimique et de biologie moléculaire des patients
présentant un gliome de haut grade avec un transcrit de fusion impliquant FGFR,
afin d’affiner les connaissances a disposition sur cette population.
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Article en Anglais

1 Abstract

Introduction: Gliomas are the most common primary brain tumor. Molecular biology
is essential to their integrated diagnosis. Various molecular biology anomalies were
recently discovered in high grade glioma. Among them, FGFR gene fusions rise a
particular interest. We performed this retrospective study to evaluate prognosis of
gliomas exhibiting a FGFR fusion and to provide a comprehensive description of their
clinical, radiological, histopathological et molecular biology characteristics.

Methods: We conducted a retrospective multicentric study involving the CHU de Lille,
CHU de Caen and Henri Becquerel cancer center of Rouen. We retrospectively
identified every patient who had undergone a fusion transcript research. Our cases
cohort (FGFR group) included every patient with a fusion transcript involving FGFR.
Our control cohort included patients with negative results for FGFR fusion transcript
research. We compared their progression free survival, overall survival, clinical and
radiological presentation at diagnosis, histopathological characteristics, and molecular
biology features.

Results: We included 52 patients: 36 in the control group and 16 in the FGFR group,
with 14 FGFR3-TACC3 fusions and two atypical fusion transcripts: 1 FGFR3 CGNL1
and 1 FGFR2-TACC2. Every patient in the FGFR group had a glioblastoma. Mean age
at diagnosis was significantly higher in the FGFR group (54.38 years VS 43.72 years,
p=0.015). There was no significant difference in progression free survival (HR=0.975,
95%CI [0.475-2.004]) or overall survival (HR=0.70, 95%CI [0.268-1.865], p=0.48)
between the two groups. Clinical presentation at diagnosis were similar between the
two groups. Seizure was the most common initial symptom in each group. FGFR3
immunochemistry demonstrated a sensitivity of 92% and a specificity of 94% for
FGFR3 transcript fusion detection.

Discussion: It seems that all patients with an FGFR fusion transcript are diagnosed
with glioblastoma according to the WHO 2021 classification. We did not find a better
prognosis for FGFR patients. Through this research, we identified and described 2
patients with glioblastoma and atypical FGFR fusions.

2 Introduction

Gliomas are the most common primary brain tumor, accounting for approximately 80%
of primary central nervous system (CNS) tumors. According to the 2021 World Health
Organization (WHO) classification of CNS tumors, there are three adult-type diffuse
gliomas: astrocytoma IDH-mutant, oligodendroglioma IDH-mutant and 1p/19q
codeleted, and glioblastoma (GBM). They originate from astrocytic glial cells, that
participate to CNS homeostasis. Their prognosis is uneven. Glioblastoma is the most
aggressive one and displays the highest grade (grade V) according to the 2021 WHO
classification. [4]

Patients with glioma experience various clinical presentations leading to tumor
discovery, ranging from headaches and nausea because of elevated intracranial
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pressure, to focal neurological deficits or epilepsy. The radiologic gold standard for
gliomas diagnosis is MRI, performed only in the presence of clinical symptoms. There
is currently no screening tool for earlier glioma detection. [13]

Current treatment recommendations remain unchanged since a few years. For every
glioma, they start with a maximalist resection whenever feasible. After tumor resection,
adjuvant treatments are discussed:

- For grade 2 astrocytoma or oligodendroglioma, they are only proposed if there
is a partial resection or if the patient is more than 40 years old. They consist in
radiotherapy and adjuvant chemotherapy.

- For grade 3 astrocytoma or oligodendroglioma, radiotherapy followed by
adjuvant chemotherapy is always proposed.

- For glioblastoma, resection is followed by radiotherapy with concomitant and
then adjuvant Temozolomide chemotherapy. [17]

If surgery cannot be performed, because of the tumor location or patient general
condition, biopsy must be realized for anatomopathological diagnosis. They are no
recommendation for treatment at recurrence. In this case, patients’ care must be
discussed in a multidisciplinary meeting. [17,19]

Despite these treatments, patients presenting with high grade gliomas and especially
GBM display a poor prognosis. Currently, median overall survival of patients
presenting with GBM is 15 months [13], and the 5 years survival rate in the good shape
population of clinical trials is 10%. [20]

Improvement in molecular biology techniques allowed discovery of numerous genetic
alterations in high grade gliomas. Their clinical and prognosis relevance have been
widely studied and lead to consequent adaptations in the WHO CNS tumor
classification, with the last version published in 2021. In this version, molecular
biomarkers have a major role in CNS tumor classification. They take part of the
integrated diagnosis, also combining anatomopathological and immunohistochemical
informations. In adult-type diffuse gliomas, the first crucial molecular alteration is the
IDH 1 or 2 mutation. It distinguishes IDH-wildtype GBM to IDH-mutant astrocytomas
and oligodendrogliomas. IDH-mutant astrocytomas are then classified as grade 2, 3 or
4 according to histological parameters. Another molecular alteration identifies a grade
4 IDH-mutant astrocytoma: the homozygous deletion of CDKN2A and/or CDKN2B,
which is associated with a shorter survival. However, grade 4 IDH-mutant
astrocytomas display a better prognosis than GBM. [64]

Improvements in molecular biology techniques allowed the discovery of gene fusions.
Gene fusions are chromosomal rearrangements and can play a key role in
carcinogenesis. They are held responsible for 20% of cancer morbidity in human. [65]
With the increased development of targeted therapies, they can also represent
promising targets for treatment.

Several gene fusion have been identified in gliomas. Among them, fusions that involve
Fibroblast Growth Factor Receptor (FGFR) are particularly interesting because they
can be targeted by FGFR inhibitors. The most prevalent of these is the FGFR3-TACC3
fusion, found in 3 to 4% of GBM patients [45,46]. This alteration has been often studied
since. Studies pointed out that GBM patients with a FGFR3-TACC3 fusion seem to
have specific histological characteristics and molecular biology patterns. There was no
conclusive data about specific clinical feature of these gliomas. They are also
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conflicting data regarding whether these gliomas may have a more favorable
prognosis. [45,46,48-50]

The purpose of this retrospective study was to evaluate the prognosis of patients
harboring high grade gliomas with FGFR fusion, to confirm they present a longer
survival. We also aimed to describe their clinical, radiological, histopathological
characteristics and the molecular alterations found in this population.

3 Material and methods

3.1 Study design

We conducted a retrospective, observational, multicenter study, to assess the
prognosis of patients diagnosed with a high-grade glioma harboring FGFR fusion and
describe their clinical, radiological, histopathological characteristics and their
molecular biology profile.

3.2 Study population

We included every patient over 18 years old, presenting with a central nervous system
tumor with an anatomopathological diagnosis of glioma from grade 2 to 4 according to
the 2016 WHO classification, or grade 3 or 4 according to the 2021 WHO classification.
Patients diagnosed before the application of the 2021 WHO classification, were
subsequently reevaluated in accordance with this updated classification. Then, we
excluded every patient with a diagnosis different from Glioblastoma IDH-wildtype or
grade 3 or 4 astrocytoma IDH-mutant or grade 3 or 4 Oligodendroglioma IDH mutant
and 1p/19q codeleted. We also excluded patients who could not be classified
according to the 2021 WHO classification.

Cases group included patients with a FGFR fusion identified with RNA sequencing
between January 15t, 2019, and December 31st, 2022 (FGFR group).

Control group included patients for whom RNA sequencing was performed during the
same period but resulted negative for FGFR fusion (control group). Control patients
were recruited exclusively at CHU de Lille.

To ensure enough follow up time, patients had to undergone surgery before June 318,
2022. Patients who underwent surgery after this date were excluded.

We also excluded patients with a spinal glioma.

3.3 Data collection

For each patient, we used informatized medical records of CHU de Lille, CHU de Caen
and Henri-Becquerel Cancer Center of Rouen, to retrospectively collect every needed
data.

3.3.1 Molecular analysis

For every patient, RNA sequencing using Archer® Dx Fusion Plex Solid Tumor v2 or
Lung v2 research kit was performed for fusion search.

As for other molecular alterations, we focused on:
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e |DH1/2 mutation, histone mutation (H3F3A/B, HISTH3B/3C), BRAF mutation,
P53 mutation and PTEN mutation, detected by NGS using an adapted PCR
multiplex Panel on lon S5 XL system (Thermo Fisher Scientific) and then
analyzed by Torrent Suite V5.10 software (Thermo Fisher Scientific), that was
systematically asked for every patient from CHU de Lille and CHU de Caen.
This search is lacking for two of those patients because of the lack of DNA
material (analyses conducted on tissue extracted though biopsy) for one and
uninterpretable results for the other (tissue coming from tumor resection). Some
of those results are lacking for patients from the Henri-Becquerel cancer center.

e 1p/19q codeletion, gain of chromosome 7 and loss of chromosome 10, MDM2
amplification, CDK4 amplification, EGFR amplification, CDKN2A homozygous
deletion assessed by CGH array using SurePrint G3 Human CGH Microarray
Kit, systematically asked for every patient. This search is lacking for three
patients because of the lack of DNA material for two (tissue coming from 1
biopsy and 1 tumor resection) and uninterpretable results for one (tissue coming
from tumor resection).

e TERT promotor mutation, assessed thank to a targeted screen: research for the
C228T and C250T mutations by digital PCR, if available or if needed for patients
re classification according to the OMS 2021.

e MGMT hypermethylation assessed by pyrosequencing, if available

e Presence of an EGFRUVIII transcript assessed by NGS using Archer Dx Fusion
Plex Solid Tumor v2 or Lung v2 kit

Samples used for the analyses came from formalin-fixed-paraffin embedded (FFPE)
blocks and total nucleic acid (DNA,RNA) was extracted using QlAamp DNA FFPE
tissue kit (Qiagen). In the control group, FFPE blocks concerned the first surgical
excision in 31 cases and recurrence excision in 5 cases. Tissue came from tumor
resection in 28 cases and tumor biopsy in 9 cases. In the FGFR group, FFPE blocks
concerned the first surgical excision in 11 cases and recurrence excision in 1 case.
This data is lacking for 4 patients. Tissue came from tumor resection in 13 cases and
tumor biopsy in 3 cases.

3.3.2 Survival data
We evaluated prognosis through:

- progression free survival, defined as the period in months between diagnosis and
progression according to RANO criteria, assessed by our experimented
neuroradiologist and confirmed by a multidisciplinary meeting,

- and overall survival defined as the period in months between diagnosis and death of
any cause.

We also recorded follow-up duration for each patient in months, defined as the time
between diagnosis and death of any cause or loss of follow-up or censored date. For
patients still alive or recurrence free at the end of the study, survival data were
censored at the date of the last follow up examination before December 31st, 2022.

For every parameter, date of diagnosis was defined as the date of the surgical
procedure allowing anatomopathological diagnosis.
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3.3.3 Demographic and clinical data

Demographic and clinical data retrieved included: age at diagnosis, gender, personal
history of cancer, familial history of cancer, history of brain radiation therapy,
performans status at diagnosis, time between symptoms beginning and diagnosis
(weeks), symptoms at diagnosis (intracranial hypertension syndrome, epileptic
manifestations, aphasia, motor loss, sensory loss, ataxia, impaired visual field, spatial
and sensory neglect, impaired cognitive functions).

For every parameter, date of diagnosis was defined as the date of the surgical
procedure allowing anatomopathological diagnosis.

3.3.4 Radiological data

We considered: tumor location, tumor volume (mm3), contrast enhancement, diffusion
restriction and intra tumoral hemorrhage, assessed on the preoperative imaging. There
were only two patients with unavailable preoperative MRI, one from each group. Tumor
volume assessment could not be performed for patients treated at the Henri-Becquerel
cancer center.

To assess tumor volume, we used ITK-SNAP and its manual delineation tool, a free,
open source, multi-platform software application designed to segment structures in 3D
medical images. [66] We performed volume evaluation through tumor delineation on
T1 Gadolinium sequences. If tumors did not display contrast enhancement, we used
Flair sequences for tumor delineation.

3.3.5 Treatment data

For each patient, we registered treatment lines from the first to the fourth included.

3.3.6 Immunohistochemistry

For each patient, we retrieved the results of IDHR'32H ATRX and FGFR3
immunochemistry when available. Immunohistochemical expression of FGFR3 (anti-
FGFR3 clone B-9; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) was
systematically examined for every patient from CHU de Lille and CHU de Caen, using
FFPE tissue samples. Immunochemistry was performed after a citrate pretreatment
and on a Roche Tissue Diagnostics instrument, the ULTRA system.

3.4 Statistical analysis

Categorical variables are expressed as numbers (percentages). Continuous variables
are expressed as mean (standard deviation, SD) in the case of normal distribution, or
median [interquartile range, IQR] otherwise. Normality of distribution was assessed
using histograms and the Shapiro-Wilk test.

Comparisons between FGFR patients and control patients according to clinical,
radiological, immunohistochemical and molecular biology data are carried out using
Chi-square tests (or Fisher's exact tests when expected cell frequency was < 5) for
categorical variables and Mann-Whitney U or Student t tests (with respect to the
normality of the distributions) for continuous variables.

Survival and progression-free survival are represented using the Kaplan Meier curve
and are assessed between the two groups (FGFR patients and control patients) in
univariate Cox’s proportional-hazard regression analysis. Hazards ratio (HRs) are

35



derived from Cox’s regression models as effect size measures, with their 95%
confidence intervals (Cls).

Then, progression-free survival is compared between the two study groups by
considering an adjustment on two factors defined (age at diagnosis and duration of
resection) by the Cox proportional hazards model.

Statistical testing was done at the two-tailed a level of 0.05. Data were analyzed using
SAS software package, release 9.4 (SAS Institute, Cary, NC, USA).

3.5 Regulatory framework

Patient non-objection was search thanks to an informative letter send before data
collection (appendix 1). If no negative response to this letter was received within two
months, we regarded it as consent for the study.

This study was declared to the French Commission Nationale de I'lnformatique et des
Libertés CNIL and approved by the ethical board of CHU de Lille (appendix 2).

4 Results

4.1 Description of patients populations

We enrolled 52 patients who underwent RNA sequencing to investigate fusion
transcripts (figure 6).

We found 16 patients diagnosed with a high-grade glioma positive for a FGFR fusion.
11 were treated at CHU de Lille, 1 at CHU de Caen and 4 at Henri Becquerel cancer
center of Rouen. There were 14 patients with a FGF3-TACC3 (F3-T3) fusion, and 2
others with atypical FGFR fusions: 1 with a FGFR3-CGNL1 fusion and 1 with a FGFR2-
TACC2 fusion. Every CNS tumor presenting with a FGFR fusion were glioblastomas
according to the 2021 WHO classification.

Our control group included 36 patients screened with the Archer® research kit with
negative results. 30 patients presented a glioblastoma, three presented a grade 3
astrocytoma and three a grade 4 astrocytoma.
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Figure 6: Flow Chart. Designed with Biorender software.

Among the FGFR group, 2 patients presented a personal history of cancer: 1 papillary
thyroid carcinoma, and the data of the other is missing. Concerning control patients, 4
had a personal history of cancer: 2 prostate carcinoma, 1 neuroendocrine tumor of the
biliary tract, and the last one a myoepithelial carcinoma of a minor salivary gland and
a leiomyosarcoma (patient affected by a Li-Fraumeni syndrome).

Except for 1 patient affected by a Li-Fraumeni syndrome in the control group, there
was no other patient with a family history that could raise the question of a genetic
predisposition for cancer.

There was no history of brain radiotherapy in any patient.

In the control group, patients were aged from 19 years old to 79 years old. In the FGFR
group, patients were aged from 18 years old to 78 years old. Mean age at diagnosis
was significantly higher in the FGFR group (Table1). In most cases, performans status
at diagnosis remained good and allowed first line treatments recommended at the time
of anatomopathological diagnosis.

Clinical characteristics and surgical outcomes of both populations are summarized in
Table1.
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Cases (n=16)

Controls (n=36)

Gender

Female n=7 (43.75%) n=13 (36.11%)

Male n=9 (56.25%) n= 23 (63.89%) p=0.60
Age at diagnosis, years

Mean (SD) 54.38 (16.76) 43.72 (12.82) p=0.015
WHO score at diagnosis

Median [IQR] 0 [0-1] 0 [0-1] p= 0.84
Anatomopathological
diagnosis

Glioblastoma n=16 (100%) n= 30 (83.3%)

G4 Astrocytoma n=0 n= 3 (8.3%)

G3 Astrocytoma n=0 n= 3 (8.3%)

Extension of resection*

Maximal n=9 (56.25%) n= 21 (58.33%)
Submaximal n=4 (25%) n=6 (16.67%)
Biopsy n=3 (18.75%) n=9 (25%)
First line treatment after
surgeryt
RT + concomitantand n=12 (75%) n= 26 (87%)
adjuvant TMZ
Other treatment n=4 (25%) n=4 (13%)

Table 1: Characteristics and first line treatment of the study population; * supramaximal
resection wasn’t considered because it wasn’t precisely defined at the time of most
patients surgery; 1 Only for GBM patients according to the WHO 2021 classification

4.2 Survival analysis

Most of the patients progressed during the study period: 44 patients overall
experienced disease progression, 33 in the control group and 11 in the FGFR group.

Median progression free survival (PFS) in the FGFR group was 11 months and 12
months in the control group. There was no statistical difference between PFS of both
groups (HR = 0.975, 95%CI [0.475-2.004], p = 0.95, figure 7). The FGFR group still
did not exhibit a favorable prognosis after accounting for potential confounding factors:
age at diagnosis and extension of resection (HR = 0.942, 95%CI [0.446-1.991], p =
0.88). We did not consider the MGMT status and WHO score at the time of diagnosis,
others recognized prognostic factors, in this analysis because their distributions were
not statistically different between the two groups. Subgroup analyses for PFS were
complete, including only glioblastoma patients of both groups, that is the 16 patients
of the FGFR group and 30 patients of the control group. Again, no statistical difference
in PFS was observed between both subgroups (HR =1.081, 95%CI [0.503-2.323], p =
0.84).
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Figure 7: Kaplan Meier curves for progression free survival
We reported 29 deaths in the entire cohort: 23 in the control group and 6 in the FGFR
group. Median overall survival (OS) was 36 months in the FGFR group and 31 months

in the control group. We observe no statistical difference of OS between the two groups
(HR =0.70, 95%CI [0.268-1.865], p = 0.48, figure 8).
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Figure 8: Kaplan Meier curves for overall survival

4.3 Clinical presentation

The most frequent clinical presentation in both groups was epileptic seizure,
concerning 7 patients in the FGFR group and 19 patients in the control group
(respectively 43.75 and 52.78%, p = 0.55). Then came intracranial hypertension
symptoms for 5 patients in the FGFR group and 16 patients in the control group
(respectively 31.25 and 44.44%, p= 0.37). Overall, there was no statistical difference
in clinical symptoms at diagnosis between the two groups.

Other clinical presentations and their respective frequencies are reported in figure 9.
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Figure 9: Frequencies of each clinical presentation at diagnosis for FGFR group and control
group; “Other” includes: cranial nerve impairment, confusional state, cognitive impairment,
systematic screening guided by medical history.

We also compared the time between symptoms beginning and diagnosis. Median time
between symptoms beginning and glioma diagnosis was 6 weeks in the FGFR group
(IQR [4-12]) and 3 weeks in the control group (IQR [2-6]). It was statistically longer in
the FGFR group (p <0.01).

4.4 Radiological characteristics

Most of FGFR tumors were localized in the parietal lobe (7/16). 3 were in the frontal
lobe, 3 in the temporal lobe, and 3 in the occipital lobe. In the control group, tumors
were mostly localized in the temporal lobe (14/36) and in the frontal lobe (11/36). There
were 7 tumors in the parietal lobe, 2 in the occipital lobe. 2 were multifocal.

46.15% (6/16) and 37.5% (12/36) of FGFR and control patients respectively, presented
intra tumoral hemorrhage. There was no diffusion restriction in the FGFR group and 2
in the control group.

Only 5 patients did not present contrast enhancement in the control group on the first
MRI: 2 grade 3 astrocytoma and 3 glioblastomas according to molecular criteria. Two
patients in the FGFR group did not present contrast enhancement. Both presented
glioblastomas according to molecular criteria.
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For each patient with MRI at diagnosis available, tumor volume was assessed thanks
to the ITK SNAP delineation tool (figure 10). Median volume at diagnosis was
14.25mm3 (IQR [2.56-44.37]) in the FGFR group and 30.42mm3 (IQR [15.37-55.25]).
There was no significant difference in volume at diagnosis between the two groups
(p=0.11).

Figure 10: Examples of volume calculation thanks to ITK SNAP delineation tool

4.5 Immunohistochemistry and FGFR3 screening
There were 3 patients positive for IDH1R'32H immunochemistry, only in the control

group. For all of them, the mutation was also found in NGS. There was no IDH positive
patient in the FGFR group.
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Only 6 patients lossed ATRX expression: 1 in the FGFR group, carrying a glioblastoma
and a F3T3 fusion transcript, and 5 in the control group, 4 carrying astrocytoma and 1
carrying a glioblastoma.

Concerning FGFR3 immunochemistry, it was significantly more positive in the FGFR
group, with 92% of patients showing positive results compared to 5.56% in the control
group (p<0.0001).

Sensitivity and specificity of FGFR3 immunochemistry for detecting FGFR3 fusion
were 92% and 94% respectively. Only one patient with a FGFR3 fusion was initially
considered negative for FGFR3 immunochemistry. He presented an atypical FGFRS3-
CGNL1 fusion. 2 patients in the control group were positive for FGFR3
immunochemistry. After further research, a FGFR3 K650E mutation was found for one
of them. It could not be verified for the other since there was not enough genetic
material left to perform NGS.

4.6 Molecular biology results

Six patients (n= 6/35) presented IDH mutations in the control group: 4 IDH1R132H 1
IDH1R132C gt 1 IDH1R132S_ There was no patient with IDH mutation in the FGFR group
(n=0/16). There was no 1p19q codeletion so no oligodendroglioma in the entire cohort.

TERT promotor mutation was only search for 11 patients to complete the integrated
diagnosis according to 2021 WHO classification. It was search for 8 patients in the
FGFR group and was positive for 7, and for 3 patients in the control group and was
positive for the 3. No BRAF mutation was found in the entire cohort (n= 0/48).

MDM2 amplification was found for two patients on the FGFR group (n= 2/12) and 2
patients in the control group (n= 2/33). CDK4 amplification was found for two patients
in the FGFR group (n= 2/12) and 3 patients in the control group (n= 3/33).

There was no EGFR amplification in the FGFR group (n= 0/12), while there were 13 in
the control group (n= 13/33). 5 EGFRUVIII transcript were found, only in the control group
(searched for every patient).

As for other molecular biology data, there was no statistical difference between each
group (see table 2).
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Cases (n=16) Controls (n=36)

MGMT Hypermethylation 7/13 (50%) 12/30 (40%) p=0.55
(9 missing data)
+71/-10 9/16 (56.25%) 20/33 (60.61%) p=0.77
(3 missing data)

Homozygous CDKN2A deletion 4/12 (33.33%) 14/33 (42.42%) p=0.74

(7 missing data)

P53 Mutation 1/12 (8.33%) 13/34 (38.24%) p=0.07
(6 missing data)
PTEN Mutation 3/14 (21.43%) 14/34 (41.18%) p=0.32
(4 missing data)

Table 2: Frequency and comparison of main molecular biology data

4.7 Identification of two atypical fusions

Through this study, we identified 2 atypical FGFR fusions: 1 FGFR3-CGNL1 fusion

and 1 FGFR2-TACC2 fusion (summarized characteristics figure 11).

FGFR3-CGNLT1 patient

Age at diagnosis: 62 years old

Gender: Woman

WHO score at diagnosis: 0

Symptoms at diagnosis: Incidental discovery
Tumor location: Right temporal lobe

WHO 2021 anatomopathology: Glioblastoma

First line treatment: Maximal surgical
resection and STUPP protocol

Progression: No progression
Survival: Still alive
Follow-up duration: 8 months

Other molecular data: TERT promotor
mutation, +7/-10 chromosome copy number
alteration

FGFR2-TACC2 patient

Age at diagnosis: 18 years old
Gender: Man
WHO score at diagnosis: 0

Symptoms at diagnosis: seizure + intracranial
hypertension symptoms

Tumor location: Temporale droite
WHO 2021 anatomopathology: Glioblastoma

First line treatment: Maximal surgical
resection and STUPP protocol

Progression: Progression free survival of
16months

Survival: Still alive
Follow-up duration: 30 months

Other molecular data: +7/-10 chromosome
copy number alteration

Figure 11: Summarized characteristics of patients with 2 atypical FGFR fusions
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Concerning the FGFR3-CGNL1 patient, she was a woman, diagnosed at 62 years
old with a glioblastoma at CHU de Lille. She had no personal or family history of cancer,
no alcohol or smoking issue. WHO score at diagnosis was preserved (0).

She had a right temporal glioblastoma, accidentally found in February 2019, on an MRI
performed for vertigo. On the first MRI, her glioma appeared as single FLAIR
hypersignal of 4.78mm?3. She was first monitored for three years, until significant
progression with contrast enhancement appearance (Figure 12).

Her tumor was then surgically removed in April 2022 with a maximal resection.
Anatomopathological results were in favor of a glioblastoma according to the 2021
WHO classification (no microvascular proliferation or necrosis but +7/-10 chromosome
copy number alteration). Other molecular characteristics of her tumor were: no MGMT
promoter methylation, no MDM2, CDK4 or EGFR amplification, no CDKN2A
homozygous deletion, no BRAF, P53 or PTEN mutation. FGFR3 immunochemistry
was considered negative on tumor samples at the first analysis. However, after a
second reading of the immunochemistry, it was considered ambiguous and a RNAseq
was conducted, finding the FGFR3-CGNL1 transcript.

Figure 12: MRI at diagnosis and before surgery of the patient presenting a FGFR3-CGNL1
fusion transcript; Images ABC: first MRI in 02/2019, A: T1-weighted with gadolinium
sequence, B and C: FLAIR sequences; Images DEF: MRI performed before surgery in
04/2022, D: T1-weighted with gadolinium sequence, E and F: FLAIR sequences
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Afterwards, she underwent STUPP protocol. She was still alive with no progression at
the end of the data collection period, after 8 months of follow up.

Concerning the FGFR2-TACC2 patient, he was a man, diagnosed at 18 years old
with a glioblastoma at Henri Becquerel cancer center of Rouen. He had no personal
history of cancer but more than 2 first degree relatives diagnosed with cancer (no
precision available). He had no alcohol or smoking issue. WHO score at diagnosis was
preserved (0).

He was diagnosed with a right temporal glioblastoma discovered after a seizure with
intracranial hypertension symptoms.

His tumor was surgically removed 4 weeks after symptoms beginning, in June 2020,
with a maximal resection. Anatomopathological results were in favor of a glioblastoma
according to the 2021 WHO classification (+7/-10 chromosome copy number
alteration). Other molecular characteristics of his tumor were: no MGMT promoter
methylation, no TERT, BRAF or PTEN mutation.

Afterwards, he underwent a STUPP protocol. He relapsed after 16months of follow up.
A new surgery was performed, followed by adjuvant chemotherapy. He was still alive
at the end of the data collection period, after 30 months of follow up.

5 Discussion

Physiopathology of gliomas remains poorly understood. For instance, prognosis and
survival of patients presenting with glioblastoma are extremely variable, without clear
explanation for those discrepancies. A better understanding of gliomas is needed, and
molecular biology improvements are helping to better characterize those tumors.
Gliomas screening with NGS allowed identification of many gene fusions. Among
them, FGFR fusions and especially F3T3 fusions seems to be recurrent and interesting
targets. We aimed to study more thoroughly their prognosis and characteristics.

While our results suggest a potential improvement in median overall survival (OS)
(36 months in the FGFR group and 31 months in the control group), we did not find a
significant difference in overall survival and progression free survival between control
patients and FGFR patients, even after adjustment for potential confounders (age at
diagnosis and extension of resection).

Prognosis of patients presenting gliomas with F3T3 fusions was previously assessed
in different studies. Firstly, in 2020, Di Stephano et al systematically screened 1162
diffuse gliomas for FGFR-TACC fusions and found a better prognosis for F3T3 patients
than control patients (median OS 29.1 vs 20.5 months respectively, p=0.04) [50]

Also in 2020, Mata et al conducted a retrospective study with a systematic screening
for F3T3 fusions of every IDH-wildtype glioblastoma diagnosed between January 2015
and December 2019 at their center. Median OS seemed to be slightly longer in the
FGFR group with 26.6 months while it was 18.5months in the control group, without
statistical significance in univariate (HR = 0.69, 95%CI [0.46-1.04]) or multivariate
model (HR = 0.68, 95%CI [0.45-1.03]). [46]
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As Mata et al study, our retrospective study, despite a multicenter design, lacked
statistical power to demonstrate a longer survival for F3T3 patients. Moreover, at the
date of data collection, there were only 6 deaths in the FGFR group out of 16 patients,
while there were 23 deaths in the control group out of 36 patients. Follow up
continuation will be necessary to rule out a difference between the two groups.

In comparison with those studies, ours also presented a selection bias, since we did
not realize a systematic screening for FGFR fusion in patients presenting gliomas but
used those done for conventional care. Currently, there is no clear recommendation to
guide which patient should benefit from RNA sequencing for fusion transcript
screening. It is performed after oncologist’s request, mostly in search for therapeutic
target for young and healthy patients presenting with diffuse glioma, or after
pathologist’s request. However, since approximately 2021, FGFR3 IHC is done more
often for diffuse glioblastoma, expanding the indication of RNA seq to patients
presenting a positive IHC, even older patients for whom it was not commonly proposed.
In our study, they are only few false positives, and most patients with a positive IHC
present a FGFR3 fusion. In this way, our FGFR group comprises older patients while
our control group is still composed of mostly young and healthy patients with good
prognosis. Combined to the lack of statistical power, this could explain why we did not
find a significant favorable prognosis for FGFR3 patients.

Moreover, this selection bias substantially explains the significant difference observed
in age at diagnosis, FGFR patients being older than control patients (mean age at
diagnosis 54.38 years old vs 43.72 years old in the control group, p = 0.015). This
could also be partly explained by the composition of the two cohorts. Indeed, the FGFR
cohort was only composed of glioblastoma patients, and the control cohort was
composed of patients exhibiting glioblastoma and G3 and 4 astrocytomas. However,
we cannot rule out the possibility of a real difference in age at diagnosis between the
group since in Mata et al study, a difference in age at diagnosis was also noted, the
FGFR group being older than the control group (mean age at diagnosis 63.6 years old
vs 59.4 years old, p=0.02). [46]

We also noticed that every patient harboring a FGFR fusion presented a
glioblastoma according to the 2021 WHO classification. From the beginning of
FGFR fusion descriptions, these fusions have consistently been associated with IDH
wild-type gliomas. [45,48—-50] However, some of those studies reported FGFR fusions
in lower grade gliomas (grade 2 or 3) according to the 2007 and 2016 WHO
classifications. [48-50] Currently, grade 2 or 3 IDH 1 or 2 wildtype gliomas does no
longer exist according to the 2021 WHO classification. Thanks to molecular criteria
(TERT promoter mutation, EGFR gene amplification, +7/-10 chromosome copy-
number alterations) most of this IDH wildtype lower grade gliomas are now classified
as glioblastomas. It is possible that every lower grade gliomas of these previous
studies were also glioblastomas according to the 2021 WHO classification.

However, in 2022, Métais et al also noted that some of the F3T3 gliomas had
pathological features of lower grade gliomas, notably pediatric-type diffuse low-grade
gliomas (LGG) according to the 2021 WHO classification. They tried to characterize
those tumors. They found 14 adult and pediatric cases of F3T3 tumors with
morphologic features of LGG. Among them, 6 had TERT promotor mutation, three
+7/-10 chromosome copy-number alterations, always associated with TERT promotor
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mutation, and were glioblastoma according to the 2021 WHO classification. Eight
remained with diagnosis of pediatric-type diffuse LGG. [67] In this way, despite being
a strong argument for a glioblastoma, gliomas with FGFR fusions and especially, F3T3
fusion, without histopathological or molecular biology arguments for a 2021 WHO
glioblastoma, raise a diagnostic challenge, and should benefit from an extensive
molecular and methylome assessment to enhance their characterization.

Concerning FGFR3 IHC, we found a very promising sensitivity and specificity of 92%
and 94% respectively for FGFRS3 fusions. Previous evaluations of FGFR3 IHC found
similar results. [48-50] In 2017, a study evaluating the intensity of FGFR3
immunostaining found for every FGFRS3 fusion (F3T3 and FGFR3-CAMK2A) a strong
FGFR3 immunostaining. There were 5 false positive with a strong immunostaining. No
FGFR3 fusion was found in moderately stained cases. [56] Conversely, one of our
patients presenting an atypical FGFR3-CGNL1 fusion displayed a doubtful IHC. In this
way, FGFR3 IHC seems to be a valid screening test for FGFR3 fusions, and moderate
to strong staining should be evaluated in RNA sequencing.

One control patient presented a positive FGFR3 IHC that revealed a FGFR3 K650E
mutation. FGFR3 K650E mutation is an oncogenic mutation mostly described in
multiple myeloma. Because of this mutation, the kinase domain of FGFRS3 is
constitutively activated. [68] We found only one other glioma patient with a FGFR3
K650E mutation, in a phase 2 study evaluating Infigratinib, a FGFR1-3 inhibitor. This
patient presented a favorable response to Infigratinib, with a stable disease for 12.9
months. [57] So FGFR3 IHC could be a screening test mostly for FGFR fusion but also
for FGFR3 molecular alterations that result in its overexpression and could constitute
a therapeutic target.

Concerning others molecular biology results, we confirmed that FGFR fusions are
mutually exclusive with EGFR amplification, also found in other studies. [48-50,56]
However, as Mata et al [46], we did not find the increased frequency of MDM2 and
CDK4 amplification found by others. [48-50] We did not found significant difference in
MGMT status between the two groups which is in accordance with 2015 Di Stephano
et al [48] and Mata et al results [46] but conflicting with 2020 Di Stephano et al results
who found a lower rate of MGMT hypermethylation in the F3T3 group [50]. We also
found a tendency for a lower rate of p53 somatic mutation in the FGFR group. This
result was already reported by Mata et al in 2020, who found a significant lower
frequency of oncogenic p53 alteration in the F3T3 patients. [46]

At the time of diagnosis, the clinical presentations were comparable in both groups,
with seizures being the most common initial symptom. Interestingly, there were 3
incidental findings in the FGFR group. Besides, time between symptoms beginning
and diagnosis was significantly longer in the FGFR group than in the control group.
Moreover, concerning radiological patterns, every FGFR tumors were supratentorial.
They mostly occurred in the parietal lobe while control tumors were mostly localized in
the temporal lobe. In 2018, Bielle et al found that FGFR tumors were mostly found in
the parietal and frontal lobes. [49] In 2020, Di Stephano et al described that F3T3
glioblastomas concerned less frequently eloquent areas. [50] This seems consistent
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with our clinical observations: invading non eloquent areas, patients with FGFR tumors
seem sometimes to present poor, nonspecific clinical presentations and may need
more time to be diagnosed. Further observations will be needed to confirm this
hypothesis.

There was no other significant difference in radiological characteristics between FGFR
and control patients. In 2020, Di Stephano et al also tried to identify specific radiological
characteristics. They found no difference in tumor volumes but identified other specifics
MRI features like poorly defined tumor margins, non-enhancing margins and increased
edema. They also found arguments for a specific radiomic signature of F3T3 tumors.
[50]

Thanks to this study, we identified two atypical FGFR fusions: a FGFR3-CGNL1
fusion and a FGFR2-TACC2 fusion. To our knowledge, this is the first description of a
patient presenting a FGFR3-CGNL1 fusion. The CGNL1 gene encodes a protein from
the cingulin family, which is typically found in proximity to various cell junctions and
plays a role in the assembly of these junctions. It is physiologically mostly expressed
in the kidney. [69] According to the Mitelman database, 3 fusions involving CGNL1
were previously described in cancers: two POLG-CGNL1 fusions in liver
adenocarcinoma and CGNL1-TCF12 in breast carcinoma. It's physiopathology and
implication in glioma development remains unknown.

One other FGFR2-TACC2 case was already reported, in a 48 years old women, with
a very aggressive disease course. Fastly after two surgeries, she presented a clinical
alteration that did not allowed any adjuvant treatment. She died after ten weeks. [55]
This presentation is very different from our patient, a younger man of 18 years old with
a favorable disease course. Further observation and report of new cases will be
essential to better describe this population.

Our study presented several limitations. First, it was a small retrospective study
based on patients’ medical records that could biased data collection. Some data were
missing like MGMT methylation status for 9 patients. Additionally, the follow-up
duration for some FGFR patients was relatively brief, which could have been
insufficient time for the collection of comprehensive overall survival data. As previously
mentioned, there was an important differential selection bias that could have skew
prognosis results. The ideal approach would have been a systematic screening for
FGFR fusions for every glioblastoma patient during a determined period. Finally, tumor
volume and radiological data assessment were not reviewed by an experimented
radiologist.

However, strengths of our study need to be highlighted. First, it was a multicentric
study. NGS and FGFR3 IHC were systematically performed for every patient. It is also
one of the only studies about FGFR fusions that used 2021 WHO classification,
providing a new insight of those tumors according to the most recent criteria.

Our study contributed to raise many questions that are still not answered.

e Improvements in molecular biology allowed detection of many gene fusions but
their real implication in carcinogenesis is unknown, especially for non-recurrent
gene fusion like the FGFR3-CGNL1 transcript that we found. This questions the
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significance of those molecular defects and their relevance for targeted
treatment. As mentioned in a 2019 review, despite advanced detection methods
for fusion genes, development of targeted treatments remains challenging and
sometimes disappointing. [70] And so far, no FGFR inhibitors demonstrated a
clear benefit in survival of glioma patients, but we are still waiting for various
phase Il studies results.

e As previously mentioned, gliomas and especially glioblastoma displays a strong
heterogeneity, even in the same tumor. Most of our FGFR fusions, found on
tissue samples collected for diagnosis, were not confirmed on tumor recurrence.
In 2015 Di Stephano et al study, F3T3 fusion was searched for one patient at
initial diagnosis and recurrence, and found at both times. [48] This result is in
favor of a persistence of the fusion over time, but we need more proof to confirm
this. However, it seems difficult to put it into practice. IHC could be enough to
confirm the persistence of the fusion, but it would require new tumor samples,
while surgery is at risk of infections, bleeding and neurological impairment that
are not in favor of a new surgical gesture only to confirm persistence of the
FGFR fusion. Research for the fusion in circulating cell-free DNA could be a
way to non-invasively assess fusion persistence but it needs to be validated.
[71]

e At last, a 2023 study suggested that even gliomas with the same F3T3 fusion
are heterogenous. They observed that some F3T3 gliomas presented
pathological features of pediatric-type LGG and tried to characterize them. They
realized methylation profiling of those F3T3 LGG and of F3T3 glioblastoma.
Methylation profiling is a diagnosis and research tool that helps to classify
tumors according to cluster subgroups. It gives the probability of the tumor
sample to cluster with a determined subgroup. A probability over 0.9 is needed
to be truly informative. In this study, 7 samples had a probability over 0.9 to
cluster with one of those methylation classes: ganglioglioma, glioblastoma IDH-
wildtype RTK2, glioblastoma IDH-wildtype mesenchymal subtype or
dysembryoplasic neuroepithelial tumor (DNET). [67] So F3T3 diffuse gliomas
present epigenetic heterogeneity and their precise characterization and
classification will need way more cases and observations.

Many studies remain to be done. First, for survival data, meta-analysis of the different
study available or larger prospective cohorts are needed to establish if there is a
favorable prognosis for glioblastoma with FGFR fusions. Secondly, a large multicentric
study with systematic screening for FGFR fusions and systematic methylation profiling
with correlation to patient clinical course seems essential to further characterize
gliomas with FGFR fusions. Finally, on a therapeutic point of view, we hope that
FIGHT-209 will bring insights into the possibility of using targeted therapies for those
tumors.

6 Conclusion

FGFR fusions seem to be found mostly in glioblastoma patients according to the 2021
WHO classification. We did not demonstrate a favorable prognosis of those patients.
They seem to present specific molecular biology patterns: there are mutually exclusive
with EGFR amplification and seems to present less somatic p53 oncogenic mutations.
FGFR3 immunochemistry seems to be a valid screening for FGFRS3 fusions. Further
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studies with systematic screening for FGFR fusions and systematic methylation
profiling with correlation to patient clinical course seems essential to further
characterize gliomas with FGFR fusions.
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Matériel et méthodes

1 Design de I’étude

Nous avons mené une étude rétrospective, multicentrique, observationnelle afin de
comparer le pronostic de patients présentant un gliome exprimant un transcrit de
fusion impliquant FGFR, a celui de patients présentant un gliome sans transcrit de
fusion impliquant FGFR.

Nous avons également réalisé une comparaison de leurs caractéristiques cliniques,
radiologiques, immunohistochimiques et moléculaires.

2 Population étudiée

Nous avons inclus tout patient présentant une tumeur primitive du SNC, avec un
diagnostic anatomopathologique de gliome de grade 2 a 4 selon la classification OMS
2016 ou de grade 3 a 4 selon la classification OMS 2021. Tous les patients
diagnostiqués avant I'application de la classification OMS 2021 ont été reclassés selon
cette derniére classification. Nous avons alors exclu tout patient présentant une tumeur
autre qu'un glioblastome, astrocytome IDH-muté de grade 3 ou 4 ou
oligodendrogliome IDH-muté, 1p19g-codélété de grade 3. Les patients non classables
selon la classification OMS 2021 ont également été exclus.

Notre groupe de cas était constitué de tous les patients pour lesquels I'analyse du
transcriptome, conduite entre le premier janvier 2019 et le 31 décembre 2022, a révelé
la présence d’un transcrit de fusion impliquant FGFR (groupe FGFR).

Notre groupe contrble a inclus tous les patients pour lesquels une analyse du
transcriptome a été menée durant la méme période, sans révéler de transcrit de fusion
impliqguant FGFR (groupe contrdle). Les patients du groupe contréle ont tous été
recrutés au CHU de Lille.

Pour assurer un recul de suivi suffisant, I'intervention chirurgicale des patients inclus
devait avoir eu lieu avant le 31 juin 2022. Les patients opérés aprés cette date ont été
exclus.

Nous avons également exclu tous les patients présentant un gliome spinal.
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3 Recueil des données

Pour chaque patient, nous avons réalisé le recueil rétrospectif des données a partir du
dossier médical informatisé des CHU de Lille et Caen, et du centre de lutte contre le
cancer Henri-Becquerel de Rouen.

3.1

Biologie moléculaire

Pour chaque patient, une analyse du transcriptome a la recherche de transcrits de
fusion a été réalisée grace au panel Archer® Dx Fusion Plex Solid Tumor v2 ou Lung

V2.

Les autres données de biologie moléculaire recueillies étaient les suivantes :

La présence d’'une mutation IDH1/2, BRAF, P53, PTEN ou d’une mutation
des histones (H3F3A/B, HISTH3B/3C), recherchée par un panel NGS, PCR
multiplex sur lon S5 XL system (Thermo Fisher Scientific) et analysée par les
logiciels Torrent Suite V5.10 software (Thermo Fisher Scientific) et Anatole
(profondeur minimale pour le rendu des résultats négatifs fixée a 500x).

o Ce panel a été systématiquement demandé pour les patients des CHU
de Lille et Caen.

o Parmi eux, les résultats sont manquants pour 2 patients : le premier a
cause d'un manque de matériel ADN pour réaliser I'analyse (matériel
tissulaire provenant d’'une biopsie), le second en raison de résultats non
interprétables (matériel tissulaire provenant d’'une exérese).

o Certaines données sont manquantes pour les patients du centre Henri-
Becquerel.

La présence d’une codélétion 1p/19q, d’un gain du chromosome 7 et d’une
perte du chromosome 10, d’'une amplification MDM2, d’une amplification
CDK4, d’une amplification EGFR, d’une délétion homozygote de CDKN2A
ou B, recherchée par CGH array grace au kit SurePrint G3 Human CGH
Microarray.

o Cette recherche a été systématiquement demandée pour les patients
des CHU de Lille et Caen.

o Les résultats sont manquants pour 3 patients : 2 a cause d’'un manque
de matériel ADN pour réaliser I'analyse (matériel tissulaire provenant
d’'une biopsie et d’'une exérese), et le dernier en raison de résultats non
interprétables (matériel tissulaire provenant d’'une exérese).

o Certaines données sont manquantes pour les patients du centre Henri-
Becquerel.

La présence des mutations du promoteur de TERT C228T et C250T,
recherchée grace a une méthode de séquencage ciblée en PCR, si disponible
ou demandée en complément si nécessaire pour reclasser les patients selon la
classification OMS 2021.
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- Laprésence d’'une hyperméthylation du promoteur du géne MGMT, évaluée
par pyroséquencgage, si disponible.

- La présence d’'un transcrit EGFRUVIIl, recherchée par les mémes panels
Archer® que les fusions impliquant FGFR.

Les échantillons utilisés pour ces analyses étaient inclus en paraffine. Les acides
nucléiques totaux (ADN et ARN) ont été extraits via le kit QlAamp DNA FFPE tissue
(Qiagen). Dans le groupe contrble, le matériel tissulaire utilisé pour les analyses
provenait du geste chirurgical réalisé au diagnostic dans 31 cas et a la récurrence
dans 5 cas. Il provenait d’'une exérése chirurgicale dans 28 cas et d’'une biopsie dans
9 cas. Dans le groupe FGFR, le matériel utilisé pour les analyses provenait du geste
chirurgical réalisé au diagnostic dans 11 cas et a la récurrence dans 1 cas. Cette
donnée manque pour 4 patients. Il provenait d’'une exérése chirurgicale dans 13 cas
et d’'une biopsie dans 3 cas.

3.2 Données de survie

Nous avons évalué les données pronostiques suivantes :

- La survie sans progression, en mois, définie comme le temps écoulé entre le
diagnostic et la premiére progression en imagerie selon les criteres RANO,
évaluée par un neuroradiologue expérimenté participant a la réunion de
concertation pluridisciplinaire de neuro-oncologie,

- La survie globale, en mois, définie comme le temps écoulé entre le diagnostic
et le décés, toutes causes confondues.

Nous avons également recueilli la durée de suivi pour chaque patient, en mois, définie
comme le temps écoulé entre le diagnostic et le décés toute cause confondue, la perte
de vue ou la date de censure. Pour les patients en vie a la fin de I'étude ou n’ayant
pas présenté de récidive, les données de survie ont été censurées a la date du dernier
suivi clinique disponible avant le 31 décembre 2022.

Pour chaque paramétre, la date du diagnostic a été définie comme la date du geste
chirurgical ayant permis le diagnostic anatomopathologique.

3.3 Données démographiques et cliniques

Nous avons relevé les données démographiques et cliniques suivantes : le genre, I'age
au diagnostic, l'histoire personnelle et familiale de cancer, les antécédents de
radiothérapie cérébrale, le score OMS au diagnostic, le temps écoulé entre le début
des symptémes et le diagnostic (semaines), les signes cliniques et signes fonctionnels
au diagnostic (signes d’HTIC, manifestations épileptiques, troubles phasiques, déficit
moteur ou sensitif, ataxie, altération du champ visuel, troubles cognitifs).
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Pour chaque paramétre, la date du diagnostic a été définie comme la date du geste
chirurgical ayant permis le diagnostic anatomopathologique.

3.4 Données radiologiques

Concernant les données radiologiques, nous avons recueilli : la localisation tumorale,
le volume tumoral (mm?3), la présence de prises de contraste, la présence d’une
restriction de diffusion, la présence de remaniements hémorragiques intra-tumoraux,
évalués sur la premiére imagerie préopératoire. Nous n’avons pas eu acceés aux
imageries préopératoires de 2 patients du CHU de Lille, un dans le groupe FGFR et 1
dans le groupe contrdéle. L’analyse du volume tumoral n'a été possible pour aucun
patient du centre Henri-Becquerel.

L’analyse du volume tumoral a été réalisée grace au logiciel ITK-SNAP et son outil de
délinéation manuelle. Il s’agit un logiciel open source congu pour la segmentation
d'imageries médicales en 3 dimensions. [66] Nous avons réalisé la délinéation
manuelle des images pour le calcul du volume, a partir des séquences T1 avec
injection de gadolinium en cas de prises de contraste tumorales, ou des séquences
FLAIR dans le cas contraire.

3.5 Traitements recus

Pour chaque patient, nous avons recueilli les différentes lignes de traitement regues,
jusqu’a la quatrieme ligne incluse. Les éventuelles participations a des protocoles de
recherche ont été spécifiées.

3.6 Analyses anatomopathologiques et immunohistochimiques

Nous avons recueilli les résultats des analyses immunohistochimiques IDH1R132H et
ATRX, réalisées au diagnostic, quand elles étaient disponibles. Pour tous les patients
du CHU de Lille et de Caen, une analyse immunohistochimique recherchant FGFR3
(anti-FGFR3 clone B-9; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) a été
réalisée de maniere systématique sur tissus fixés au formol et inclus en paraffine,
apres pré traitement au citrate sur un automate Roche Tissue Diagnostics, ULTRA.
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4 Analyses statistiques

Les variables catégorielles sont exprimées en nombres (pourcentage). Les variables
quantitatives sont représentées par leur moyenne (déviation standard, DS) si elles
suivent une loi normale, ou médiane [intervalle interquartile, IQR] dans le cas contraire.
La normalité des distributions a été évaluée par 'usage d’histogrammes et le test de
Shapiro-Wilk.

La comparaison des données cliniques, radiologiques, immunohistochimiques et
moléculaires entre les patients FGFR et contrdles, a été réalisée a I'aide d’'un test du
Chi? (ou test exact de Fisher quand la fréquence attendue des variables était <5) pour
les variables catégorielles, et un test de Mann-Whitney ou test t de Student (selon la
normalité des distributions) pour les variables quantitatives.

La survie globale et la survie sans progression ont été représentées par des courbes
de Kaplan Meier et comparées entre les deux groupes a I'aide d’'un modele de Cox
univarié. Les résultats sont exprimés en termes de hazard ratio (HR) assorti d’'un
intervalle de confiance a 95%.

La survie sans progression a été comparée entre les deux groupes aprés ajustement
sur deux facteurs prédéfinis (I'age au diagnostic et I'extension de la résection) a I'aide
d’'un modéle de Cox.

Les tests statistiques sont bilatéraux et réalisés pour un risque a de 0.05. Les données
ont été analysées grace au logiciel SAS, version 9.4 (SAS institute, Cary, NC, USA).

5 Cadre réglementaire

La non-opposition des patients a été systématiquement recherchée par la transmission
d’une lettre d’information en consultation ou envoyée au domicile (Annexe 1). Nous
avons retenu I'absence d’opposition des patients en I'absence de réponse négative de
leur part dans les deux mois suivant la transmission de la lettre d’information.

L’étude a été déclarée a la Commission Nationale de I'Informatique des Libertés
frangaise, CNIL et approuvée par le bureau local du comité d’éthique du CHU de Lille
(Annexe 2).
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Résultats

1 Description de la population

Nous avons inclus 52 patients pour lesquels une analyse du transcriptome a été
réalisée a la recherche de transcrits de fusion, du 1°¢ janvier 2019 au 31 décembre

2022 (figure 6).

haut grade avec analyse du
transcriptome

Patients présentant un gliome de
n =54

Y Y

Patients avec un transcrit de fusion
impliquant FGFR Patients sans transcrit de fu5|on
n=11 |mpi|quant FGFR
10 FGFR3-TACC3 =43
1 FGFR3-CGNL1
Patient pris en charge & Caenn=1 e Patients exclus :
1 FGFR3-TACC3 3 non classables selon 'OMS 2021
1 gliome diffus hémisphérique avec

3 FGFR3-TACC3 — > 2 astrocytomes de grade 2
1 gliome médullaire

1 FGFR2-TACC2
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Figure 6 : Flow Chart. Figure réalisée a l'aide du logiciel Biorender.

Dans le groupe FGFR, 16 patients présentant un gliome de haut grade avec un
transcrit de fusion impliquant FGFR ont été inclus. Onze ont été pris en charge au
CHU de Lille, 1 au CHU de Caen et 4 au centre de lutte contre le cancer Henri
Becquerel de Rouen. 14 patients présentaient une fusion FGFR3-TACC3 (F3T3). Les
2 autres présentaient deux fusions atypiques : une fusion FGFR3-CGNL1 et une fusion
FGFR2-TACC2. Tous les patients présentant un transcrit de fusion impliquant FGFR
étaient porteurs de glioblastomes selon la classification OMS 2021.

Dans le groupe contrdle, 36 patients pour lesquels une analyse du transcriptome est
revenue négative pour toute fusion FGFR ont été inclus. Trente étaient atteints de
glioblastome, 3 d’astrocytome de grade 3 et 3 d’astrocytome de grade 4.
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Parmi les patients FGFR, 2 avaient un antécédent personnel carcinologique : 1
carcinome papillaire de la thyroide et un autre pour lequel 'anatomopathologie précise
est manquante. Dans le groupe contrdle, 4 patients avaient un antécédent personnel
de cancer : 2 cancers de la prostate, 1 tumeur neuroendocrine biliaire, et enfin un
carcinome myoépithélial d’'une glande salivaire accessoire et un Iéiomyosarcome chez
une patiente connue pour un syndrome de Li-Fraumeni.

A l'exception de la patiente présentant un syndrome de Li-Fraumeni connu, aucun
patient du groupe FGFR ou du groupe contrble ne présentait d’histoire familiale de
cancer pouvant évoquer une preédisposition génétique a la pathologie cancéreuse.

Aucun patient n’avait d’antécédent de radiothérapie a I'étage céphalique pouvant
évoquer un gliome secondaire.

Dans le groupe contréle, ’age des patients au diagnostic allait de 19 a 79 ans. Dans
le groupe FGFR, il allait de 18 a 78 ans. L’dge moyen au diagnostic était
significativement plus élevé dans le groupe FGFR (Tableau 1). Pour tous les patients,
I'état général au diagnostic était préservé et permettait la réalisation des traitements
de premiére ligne recommandés au moment du diagnostic anatomopathologique.

Les caractéristiques cliniques et, pour les patients atteints d’'un glioblastome, les
traitements de premiére ligne sont resumés dans le Tableau 1.

Cas (n=16) Contréles (n=36)

Sexe

Féminin n=7 (43.75%) n=13 (36.11%)

Masculin n=9 (56.25%) n= 23 (63.89%) p=0.60
Age au diagnostic, années

Moyenne (écart-type) 54.38 (16.76) 43.72 (12.82) p=0.015
Score OMS au diagnostic

Médiane [IQR] 0 [0-1] 0 [0-1] p=0.84
Diagnostic
anatomopathologique

Glioblastome n=16 (100%) n= 30 (83.3%)

Astrocytome G4 n=0 n= 3 (8.3%)

Astrocytome G3 n=0 n= 3 (8.3%)
Etendue de la résection

Maximale n=9 (56.25%) n= 21 (58.33%)

Submaximale n=4 (25%) n=6 (16.67%)

Biopsie n=3 (18.75%) n=9 (25%)
Premieére ligne de

traitement aprés chirurgiet
RT + TMZ concomitant n= 12 (75%)
et adjuvant

Autre traitement n=4 (25%)

n= 26 (87%)

n= 4 (13%)

Tableau 1 : Caractéristiques et premiére ligne de traitement de la population étudiée ; *pas de
prise en compte de la résection supra maximale qui n’était pas précisément définie au moment
de la prise en charge chirurgicale de la plupart des patients de I'étude ; tseulement pour les
patients présentant un glioblastome selon 'OMS 2021.
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Probabilité de survie sans progression

2 Analyse de survie

Quarante-quatre patients ont présenté une premiére progression selon les critéres
RANO sur la période choisie pour I'étude : 33 dans le groupe contrdle et 11 dans le
groupe FGFR.

La médiane de survie sans progression (SSP) était de 11 mois dans le groupe
FGFR et 12 mois dans le groupe contréle. Il n’y avait pas de différence statistique entre
les deux groupes (HR=0.975, 1C95% [0.475-2.004], p=0.95, figure 7). Cette absence
de différence persistait aprés ajustement sur les potentiels facteurs de confusion : I'age
au diagnostic et I'étendue de la résection (HR = 0.942, IC95% [0.446-1.991], p = 0.88).
Nous n’avons pas pris en compte dans cette analyse le statut MGMT et le score OMS
au diagnostic, autres facteurs pronostiques connus, qui étaient répartis de maniére
équitable entre les groupes. Une analyse de la SSP entre le sous-groupe de patients
FGFR atteints d’'un glioblastome (16/16 patients) et le sous-groupe de patients
contréles atteints d’'un glioblastome (30/36) a été réalisée, a nouveau sans différence
statistiquement significative (HR=1.081, 1C95% [0.503-2.323], p=0.84).
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Figure 7 : Courbe de Kaplan Meier de survie sans progression
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Probabilité de survie globale

Au total, 29 patients sont décédés sur la période de I'étude : 23 dans le groupe contrdle
et 6 dans le groupe FGFR. La médiane de survie globale était de 36 mois dans le
groupe FGFR et 31 mois dans le groupe contrdle. Il n'y avait pas de différence
statistiquement significative entre les deux groupes (HR = 0.70, 1C95% [0.268-1.865],

p=0.48, figure 8).
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Figure 8 : Courbe de Kaplan Meier de survie globale

3 Présentation clinique au diagnostic

Dans les deux groupes, le mode de découverte le plus fréquent des Iésions gliales
était la crise d’épilepsie, concernant 7 patients dans le groupe FGFR et 19 dans le
groupe contrdle (respectivement 43.75 et 52.78%, p=0.55). Le deuxiéme motif de
consultation le plus fréquent était le syndrome d’HTIC, présent pour 5 patients dans le
groupe FGFR et 16 dans le groupe contréle (respectivement 31.25 et 44.44%, p=0.37).
Dans I'ensemble, il n'y avait pas de différence statistiquement significative sur la
fréquence des différents signes cliniques au diagnostic.

Toutes les présentations cliniques au diagnostic et leurs fréquences respectives sont
représentées figure 9.
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Figure 9 : Fréquences de chaque présentation clinique au diagnostic pour les groupes FGFR
et contrble ; sont compris dans “autre” : atteinte de nerf cranien, syndrome confusionnel,
troubles cognitifs, examen d’imagerie systématique sur antécédent

Nous avons également étudié la différence de temps (en semaines) écoulé entre les
premiers signes cliniques et le diagnostic entre les deux groupes. Le temps médian
entre les premiers symptébmes et le diagnostic était de 6 semaines dans le groupe
FGFR (IQR [4-12]) et de 3 semaines dans le groupe contrdle (IQR [2-6]). Il était
statistiquement plus long dans le groupe FGFR (p<0.01).

4 Caractéristiques radiologiques

Quarante-trois pour cent des gliomes avec transcrit de fusion impliquant FGFR étaient
localisés en pariétal (7/16). Concernant les autres localisations : 3 étaient frontaux, 3
temporaux et 3 occipitaux. Dans le groupe contrbéle, les gliomes envahissaient
principalement les lobes temporaux (14/36) et frontaux (11/36). Par ailleurs, 7 gliomes
ont été retrouvés au sein du lobe pariétal, 2 au sein du lobe occipital, et 2 étaient
multifocaux.
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46.15% (6/16) des gliomes FGFR et 37.5% (12/36) des gliomes contrbles présentaient
des remaniements hémorragiques. |l n’y avait pas d’image en restriction de diffusion
au sein des tumeurs FGFR, et 2 au sein des gliomes contrdles.

Parmi les patients du groupe contréle, 5 tumeurs seulement ne présentaient pas de
prise de contraste sur la premiére IRM cérébrale : 2 astrocytomes de grade 3 et 3
glioblastomes sur criteres moléculaires. Deux patients dans le groupe FGFR ne
présentaient pas de prise de contraste sur I'IRM cérébrale au diagnostic. Tous les deux
présentaient un glioblastome sur criteéres moléculaires.

Pour chaque patient dont I'lRM au diagnostic était disponible, une évaluation du
volume tumoral au diagnostic a été réalisée grace a 'outil de délinéation manuelle
d’'ITK SNAP (figure 10). Le volume médian au diagnostic était de 14.25mm3 (IQR
[2.56-44.37]) dans le groupe FGFR et de 30.42mm3 (IQR [15.37-55.25]) dans le
groupe contréle. Il n’y avait pas de différence statistiquement significative entre les
deux groupes (p=0.11).
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Figure 10 : Exemple d’évaluation du volume gréce a l'outil de délinéation manuelle
d’ITK SNAP

5 Immunohistochimie et dépistage des anomalies FGFR3

Trois patients du groupe contréle uniquement avaient une immunohistochimie
IDH1R132H positive. Pour tous, la mutation a également été retrouvée en NGS. Aucun
patient du groupe FGFR3 n’avait d'immunohistochimie IDH1R32H positive.

Six patients seulement présentaient une perte d’expression d’ATRX : 1 dans le groupe
FGFR atteint d’'un glioblastome avec un transcrit de fusion F3T3, 5 dans le groupe
contrble, 4 patients atteints d’astrocytomes et 1 atteint d’'un glioblastome.
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L’immunohistochimie FGFR3 était significativement plus fréquemment positive dans
le groupe FGFR que dans le groupe contrdle : 92% contre 5.56% de positivité
respectivement (p<0.0001).

La sensibilité de 'immunohistochimie FGFR3 pour la détection des transcrits de fusion
FGFR3 était de 92% et sa spécificité de 94%. Un patient seulement du groupe FGFR,
présentant un transcrit de fusion FGFR3-CGNL1 atypique, était négatif pour
'immunohistochimie FGFR3. Deux patients contréles avaient une immunohistochimie
FGFR3 positive. Aprés recherches complémentaires, 'un d’entre eux présentait une
mutation FGFR3 K650E. Des recherches moléculaires plus approfondies n’ont pas pu
étre menées pour le second, par manque de matériel génétique permettant la
réalisation d'un NGS complémentaire.

6 Reésultats de biologie moléculaire

Six patients (n=6/35) présentaient une mutation IDH dans le groupe controle : 4
IDH1R132H "1 | DH1R132C 1 IDH1R132S_ Aucun patient du groupe FGFR ne présentait de
mutation IDH. Aucun patient de la cohorte entiére ne présentait de codélétion1p/19q.

La mutation du promoteur de TERT n’a été recherchée que pour 11 patients de la
cohorte, a chaque fois afin de compléter le diagnostic intégré selon la classification
OMS 2021. Parmi ces patients, 8 étaient du groupe FGFR, dont 7 étaient revenues
positives, et 3 étaient du groupe controle, toutes les 3 positives. Aucune mutation
BRAF n’a été retrouvée dans la cohorte (n=0/48).

L’amplification MDM2 a été retrouvée chez 2 patients du groupe FGFR (n=2/12) et 2
patients du groupe contrdle (n=2/33). L’amplification CDK4 a été retrouvée chez 2
patients dans le groupe FGFR (n=2/12) et 3 patients dans le groupe contrdle (n=3/33).

Aucune amplification EGFR n’a été retrouvée dans le groupe FGFR (n=0/12), contre
13 positives dans le groupe controle (n=13/55). Cinq transcrits EGFRvIIlI ont été
trouvés dans le groupe contréle uniquement.

Pour toutes les autres données de biologie moléculaire, aucune différence
statistiquement significative n’a été mise en évidence (Tableau 2).
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Cas (n=16)

Contréles (n=36)

Hyperméthylation MGMT
(9 données manquantes)
Gain 7 perte 10

(3 données manquantes)

Délétion homozygote de CDKN2A 4/12 (33.33%)

(7 données manquantes)
Mutation P53

(6 données manquantes)
Mutation PTEN

(4 données manquantes)

7/13 (50%)

9/16 (56.25%)

1/12 (8.33%)

3/14 (21.43%)

12/30 (40%) p=0.55
20/33 (60.61%) p=0.77
14/33 (42.42%) p=0.74
13/34 (38.24%) p=0.07

14/34 (41.18%) p=0.32

Tableau 2 : Fréquence et comparaison des principales données de biologie moléculaire

7 Fusions FGFR atypiques

Cette étude a permis l'identification de 2 transcrits de fusion FGFR atypiques : un
transcrit FGFR3-CGNL1 et 1 transcrit FGFR2-TACC2. Les caractéristiques des
patients en question sont résumeées figure 11.

Vignette 2 : Patient FGFR3-CGNL1

Age au diagnostic : 62 ans

Sexe : Féminin

OMS au diagnostic : 0

Mode de découverte : Découverte fortuite
Localisation tumorale : Temporale droite

Anatomopathologie OMS 2021 :
Glioblastome

Prise en charge initiale : Exérése
chirurgicale maximale et protocole STUPP

Progression : Pas de progression
Survie : Actuellement en vie
Durée de suivi : 8 mois

Anomalies moléculaires retrouvées :
Mutation promoteur TERT, Gain
chromosome 7 et perte chromosome 10

Vignette 1 : Patient FGFR2-TACC2

Age au diagnostic : 18 ans
Sexe : Masculin
OMS au diagnostic : 0

Mode de découverte : Crise épilepsie +
HTIC

Localisation tumorale : Temporale droite

Anatomopathologie OMS 2021 :
Glioblastome

Prise en charge initiale : Exérése
chirurgicale compléte et protocole STUPP

Progression : Survie sans progression
16mois

Survie : Actuellement en vie
Durée de suivi : 30 mois

Anomalies moléculaires retrouvées : Gain
chromosome 7 et perte chromosome 10

Figure 11 : Résumé des caractéristiques des deux patients présentant une fusion FGFR

atypique



Concernant la patiente présentant une fusion FGFR3-CGNL1 : il s’agissait d’'une
patiente diagnostiquée a 62 ans d’un glioblastome et prise en charge au CHU de Lille.
Elle n"avait pas d’histoire personnelle ou familiale de cancer, pas de consommation
alcoolique ou tabagique. Son état général au diagnostic était préservé avec un score
OMS au diagnostic de 0.

Elle présentait un glioblastome temporal droit, découvert de maniére fortuite en février
2019, sur une IRM cérébrale réalisée dans un contexte de vertiges. Elle apparaissait
initialement sous la forme d’'un hypersignal FLAIR isolé de 4.78mm3. Elle a d’abord
été surveillée pendant 3 ans, jusqu’a progression significative avec apparition d’une
prise de contraste (Figure 12).

Elle a alors été prise en charge chirurgicalement en avril 2022 avec exérése compléte.
Les résultats anatomopathologiques étaient en faveur d’'un glioblastome selon la
classification OMS 2021 (pas de prolifération microvasculaire ou de nécrose mais gain
du chromosome 7 et perte du chromosome 10). Les autres caractéristiques
moléculaires retrouvées étaient les suivantes : pas d’hyper-méthylation MGMT, pas
d’amplification MDM2, CDK4 ou EGFR, pas de délétion homozygote de CDKN2A, pas
de mutation BRAF, P53 ou PTEN. L'immunohistochimie FGFR3 étaient initialement
considérée négative. Cependant, une relecture a mis en doute ce résultat et une
analyse du transcriptome a été réalisée permettant la découverte du transcrit FGFR3-
CGNLA1.

Par la suite, elle a été prise en charge selon le protocole STUPP. Elle était toujours en
vie et sans progression a la fin de la période d’étude, aprés 8 mois de suivi.
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Figure 12 : IRM au diagnostic avant chirurgie d’une patiente présentant un transcrit de fusion
FGFR3-CGNL1 ; Images ABC : premiéere IRM de février 2019, A : Séquence T1 avec injection de
gadolinium, B et C : séquences FLAIR ; Images DEF : IRM réalisée juste avant la prise en charge

chirurgicale en avril 2022, D : séquence T1 avec injection de gadolinium, E et F : séquences FLAIR

Concernant le patient FGFR2-TACC2 : il s’agissait d’'un homme pris en charge au
centre de lutte contre le cancer Henri Becquerel de Rouen et diagnostiqué a 18 ans
d’un glioblastome. Il n'avait pas d’antécédent personnel de cancer. |l avait cependant
2 ascendants au premier degré atteints de cancer, sans plus de précision disponible.
Il ne présentait pas de consommation alcoolique ou tabagique. L’état général au
diagnostic était préservé avec un score OMS a 0.

Il présentait un glioblastome temporal droit découvert a la suite d’une crise d’épilepsie
focale, associée a des signes d’'HTIC.

Il a été pris en charge chirurgicalement 4 semaines apres le début des symptdmes, en
juin 2020, avec exérése compléte. Les résultats anatomopathologiques étaient en
faveur d’'un glioblastome selon la classification OMS 2021 (gain du chromosome 7 et
perte du chromosome 10). Les autres caractéristiques moléculaires étaient les
suivantes : pas d’hyperméthylation du promoteur MGMT, pas de mutation TERT,
BRAF ou PTEN.

A la suite de la prise en charge chirurgicale un protocole STUPP a été conduit. Il a
présenté une récidive de sa maladie aprés 16 mois de suivi. Une nouvelle prise en
charge chirurgicale a été réalisée, suivi d’un traitement adjuvant par chimiothérapie. Il
était toujours en vie a la fin de la période d’étude, aprés 30 mois de suivi.
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Discussion

Les mécanismes de gliomagenése restent imparfaitement élucidés. Pour une
anatomopathologie identique, I'évolution clinique et la survie des patients présentant
un gliome de haut grade reste trés variable d’'un individu a un autre. Une meilleure
compréhension de leur physiopathologie est nécessaire, et les avancées techniques
en biologie moléculaire apportent de nouveaux outils de caractérisation. L’étude du
matériel génétique des gliomes en séquengage haut débit a permis l'identification de
multiples fusions géniques. Parmi elles, les fusions FGFR et notamment les fusions
F3T3 sont retrouvées de maniére récurrente et pourraient constituer des cibles
thérapeutiques intéressantes. Par ce travail de thése, nous avons souhaité étudier de
maniére plus approfondie leur pronostic et leurs caractéristiques.

Bien que nos résultats semblent suggérer un allongement de la survie globale médiane
des patients présentant un transcrit de fusion FGFR (36 mois pour les patients FGFR
contre 31 mois pour les patients contrdle), nous n’avons pas retrouvé de différence
statistiquement significative entre les groupes pour la survie globale et la survie sans
progression, y compris aprées ajustement sur les facteurs de confusion potentiels pour
cette derniére (age au diagnostic, degré de résection). Nous n’avons pas non plus mis
en évidence de différence statistiquement significative de survie sans progression au
sein des sous-groupes de patients ne présentant que des glioblastomes.

Différentes études s’étaient intéressées au pronostic de ces patients. Tout d’abord,
une étude de 2020 de Di Stephano et al, aprés une recherche systématique de
fusions FGFR-TACC parmi 1162 gliomes diffus de I'adulte, retrouvait un pronostic
significativement plus favorable pour les patients F3T3 que pour les patients contrbles
(SG médiane 29.1 mois contre 20.5 mois respectivement, p= 0.04). [50]

Egalement en 2020, Mata et al ont mené une étude rétrospective avec une recherche
systématique de transcrits de fusion F3T3 pour tous les patients diagnostiqués d’un
glioblastome entre janvier 2015 et décembre 2019. La médiane de survie globale
semblait légérement plus longue dans le groupe FGFR, a 26.6 mois contre 18.5 mois,
sans différence statistiquement significative en analyse univariée (HR = 0.69, IC95%
[0.46-1.04]) ou multivariée (HR = 0.68, 1C95% [0.45-1.03]). [46]

Il est possible que notre étude, malgré son caractére multicentrique, tout comme celle
de Mata et al, manque de puissance statistique pour mettre en évidence une différence
significative sur la survie globale entre les deux groupes de patients. De plus, a la date
choisie de fin d’étude et de censure des données, nous avions observé seulement 6
déceés sur 16 patients dans le groupe FGFR contre 23 décés sur 36 patients dans le
groupe contrdle. La poursuite du suivi des patients sera donc nécessaire pour affirmer
ou non une éventuelle différence entre les deux groupes.

Par ailleurs, notre travail souffre d’'un biais de sélection pouvant contribuer a ce
résultat. En effet, contrairement aux deux études de 2020, nous n’avons pas réalisé
de recherche systématique de transcrit de fusion pour tous les patients diagnostiqués
d'un gliome diffus de l'adulte sur une période déterminée. Nous avons inclus
uniquement les patients pour lesquels cette recherche avait été demandée dans le
cadre de leur prise en charge standard. Or, a I'heure actuelle, il n’existe pas de
recommandation définissant la population de patient devant systématiquement
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bénéficier d’'une recherche de transcrits de fusion, qui est généralement réalisée a la
demande de l'oncologue, afin de démasquer de potentielles cibles thérapeutiques
chez des patients jeunes et en bon état général, ou a la demande de
I'anatomopathologiste en fonction de ses constatations au diagnostic. Cependant,
depuis 2021 environ, la mise en place plus systématique de I'immunohistochimie
FGFR3 a contribué a élargir l'indication de recherche de transcrit de fusion aux
patients présentant une immunohistochimie positive, quel que soit leur age ou état
général. Au vu du faible nombre de faux positif pour 'immunohistochimie FGFR3, notre
groupe FGFR est logiquement constitué de patients plus &gés que notre groupe
contréle, toujours constitué préférentiellement de patients jeunes et en bon état
général, donc de bon pronostic. Combiné au manque de puissance statistique, ceci
pourrait expliquer 'absence de différence statistiquement significative pour la survie
globale retrouvée dans notre étude.

Par ailleurs, ce biais de sélection nous parait étre la principale explication a la
différence statistiquement significative d’age au diagnostic observée entre les deux
groupes, les patients FGFR étant plus agés que les patients controles (54 contre 43
ans). Cette différence pourrait également étre expliquée par I'anatomopathologie des
gliomes présents dans les groupes. En effet, le groupe FGFR n’est constitué que de
patients atteints de glioblastome, tandis que le groupe contréle comprend également
3 patients présentant un astrocytome de grade 3 et 3 patients présentant un
astrocytome de grade 4.

Une différence réelle d’age au diagnostic entre les deux groupes n’est cependant pas
exclue. Dans leur étude de 2020, Mata et al retrouvaient une différence d’age au
diagnostic entre leurs deux cohortes, avec un age plus élevé des patients FGFR (63.6
ans contre 59.4 ans). [46]

L’'un des résultats intéressant de notre étude est le suivant: tous les patients
présentant un gliome avec transcrit de fusion impliquant FGFR étaient atteints d'un
glioblastome selon la classification OMS 2021. Depuis la découverte des fusions
géniques impliquant FGFR, notamment des fusions F3T3, il toujours été rapporté que
les gliomes avec transcrit de fusion FGFR étaient IDH sauvage. [45,48-50]
Cependant, certaines de ces études rapportaient I'expression de ces transcrits par des
tumeurs avec des criteres anatomopathologiques de gliomes de plus bas grade (grade
2 ou 3) selon les anciennes classifications OMS 2007 et 2016. [48-50] Depuis
l'introduction de la classification OMS 2021 des tumeurs du systéme nerveux central,
les gliomes IDH sauvages avec caractéristiques anatomopathologiques de grade 2 ou
3 n’existent plus. Certaines de ces Iésions sont reclassées en glioblastome grace aux
critéres moléculaires (mutation du promoteur de TERT, amplification EGFR, gain du
chromosome 7 et perte du 10). Il est donc possible que les gliomes de ces études
présentant un aspect anatomopathologique de bas grade, se révélent étre des
glioblastomes selon la classification OMS 2021.

Cependant, une étude de 2022 de Métais et al met en doute cette hypothese. Ils ont
constaté que certains gliomes présentant une fusion F3T3, avaient un aspect
anatomopathologique compatible avec des gliomes de bas grade de type pédiatrique
selon la classification OMS 2021. lls ont tenté de caractériser ces tumeurs et en ont
identifié 14 cas adultes et pédiatriques. Parmi ces 14 tumeurs, 6 avaient une mutation
du promoteur de TERT. Il s’agissait donc de glioblastomes selon la classification OMS
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2021. Pour les 8 restantes, le diagnostic de gliome diffus de bas grade de type
pédiatrique selon la classification OMS 2021 a été retenu. [67] Ainsi, si les fusions
impliquant FGFR semblent constituer, dans la majorité des gliomes, un argument en
faveur de [l'existence dun glioblastome, certains cas avec aspect
anatomopathologique de bas grade, sans argument moléculaire pour un glioblastome
selon la classification OMS 2021, posent un probléeme diagnostique et devraient
bénéficier d’'une recherche moléculaire étendue et d'un méthylome afin de poursuivre
leur étude et leur caractérisation.

A propos de l'immunohistochimie FGFR3, nous avons retrouvé des valeurs
intéressantes de sensibilité et spécificité pour le dépistage d’'une fusion impliquant
FGFR3, respectivement de 92 et 94%. Des résultats similaires ont été retrouvés dans
des études antérieures. [48-50] En 2017, une étude s’est intéressée a l'intensité de
immunomarquage de FGFR3. Un immunomarquage fort était retrouvé pour toutes les
tumeurs présentant une fusion FGFR3 (F3T3 et FGFR3-CAMK2A), avec 5 faux
positifs, sans fusion sous-jacente. Aucune fusion FGFR3 n’a été retrouvée pour les
patients présentant un immunomarquage considéré modéré ou faible. [56] De maniére
contradictoire, 'un de nos patients présentant une fusion FGFR3-CGNL1 atypique,
avait une immunohistochimie FGFR3 douteuse, considérée négative a la premiere
lecture. L'immunohistochimie FGFR3 semble, malgré tout, constituer un test de
dépistage valide des fusions impliquant FGFR3. De notre point de vue, les patients
présentant un immunomarquage fort mais également modéré devraient bénéficier
d’une recherche de transcrit FGFR3, afin d’éviter les faux négatifs.

Pour I'un de nos patients contrdles, 'immunohistochimie FGFR3 positive a révélé une
mutation FGFR3 K650E. Il s’agit d’'une mutation oncogénique principalement décrite
dans le myélome multiple. Elle entraine une activation constitutive du domaine kinase
de FGFR3. [68] Aprés une recherche dans la littérature existante, un unique autre cas
de patient atteint de gliome et présentant cette mutation FGFR3 K650E a été retrouve,
participant a une étude de phase 2 évaluant I'Infigratinib, une thérapie ciblée anti
FGFR1 a 3. Ce patient a présenté une réponse favorable a I'Infigratinib, avec une
stabilisation de sa maladie pendant 12.9 mois. [57] L'immunohistochimie FGFR3
pourrait donc constituer non seulement un test de dépistage des fusions impliquant
FGFR3, mais également de diverses anomalies moléculaires de FGFR3 engendrant
sa surexpression, qui pourraient se révéler des cibles thérapeutiques intéressantes.

Concernant les altérations de biologie moléculaire classiquement rencontrées
dans les gliomes, cette étude nous a permis de confirmer la relation mutuellement
exclusive des fusions FGFR avec [I'amplification EGFR, déja retrouvée
antérieurement. [48-50,56] Contrairement a d’autres [48-50], mais de maniére
similaire a Mata et collaborateurs [46], nous n’avons pas retrouvé d’augmentation de
la fréequence des amplifications MDM2 et CDK4 associée aux fusions FGFR. Nous
n’avons pas mis en évidence de variation de la fréquence de I'hyperméthylation MGMT
entre les groupes, ce qui est concordant avec les études de 2015 de Di Stephano et
al [48] et de Mata et al [46], mais discordant avec I'étude de 2020 de Di Stéphano et
al [50] qui retrouvaient une fréquence moindre d’hyperméthylation MGMT dans le
groupe FGFR. Nos résultats étaient en faveur d’'une tendance a une moindre
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fréquence des mutations somatiques de p53 dans le groupe FGFR. Ce résultat était
retrouvé de maniére significative par Mata et al dans leur étude de 2020. [46]

Les présentations cliniques au diagnostic étaient similaires entre les groupes, la plus
fréquente étant la crise d’épilepsie. Trois patients du groupe contrbéle se sont vu
découvrir leurs tumeurs de maniére fortuite. Par ailleurs, le temps entre le début des
symptomes et le diagnostic était significativement plus long dans le groupe FGFR que
dans le groupe contrdle. Nous avons également noté que tous les glioblastomes avec
transcrit de fusion FGFR étaient sus-tentoriels, et principalement localisés dans le lobe
pariétal, tandis que les tumeurs du groupe contréle étaient plus souvent retrouvées
dans le lobe temporal. En 2018, Bielle et al ont retrouvé une prédominance pariétale
et frontale des tumeurs avec fusion FGFR [49] et en 2020, Di Stephano et al
décrivaient une fréquence moindre des gliomes avec fusion FGFR au sein de régions
fonctionnelles. [50] Ces résultats nous semblent concordants avec nos observations :
par l'infiltration de régions peu fonctionnelles, les patients présentant un gliome avec
fusion FGFR pourraient présenter une clinique plus fruste et aspécifique, nécessitant
plus de temps pour poser l'indication d’'une imagerie cérébrale et le diagnostic. La
poursuite des analyses cliniques de ces tumeurs sera nécessaire pour confirmer ces
observations.

Nous n’avons pas mis en évidence dautre différence significative sur les
caractéristiques radiologiques de ces tumeurs entre les deux groupes. Des
comparaisons radiologiques ont été également menées en 2020 par Di Stephano et
al. Aucune différence dans le volume tumoral n’a été relevée. En revanche, certaines
caractéristiques IRM semblaient plus spécifiques des gliomes avec fusion FGFR3 :
des marges tumorales mal définies, sans prise de contraste, associées a un cedéme
péri Iésionnel plus marqué. lls ont également retrouvé des arguments pour une
signature radiomic spécifique des gliomes F3T3. [50]

Par cette étude, nous avons retrouvé 2 transcrits de fusion atypiques impliquant
FGFR : un transcrit FGFR3-CGNL1 et un transcrit FGFR2-TACC2.

A notre connaissance, il s’agit de la premiére description du transcrit FGFR3-CGNLA1.
Le géne CGNL1 code une protéine de la famille des cingulines, localisée
physiologiqguement au niveau des différentes jonctions cellulaires et aidant leur
assemblage. Elle est naturellement plus exprimée au niveau rénal. [69] La base de
données Mitelman nous a permis de retrouver 3 autres cas de fusion impliquant
CGNL1 décrits dans différents cancers: 2 fusions POLG-CGNL1 au sein
d’adénocarcinomes hépatiques et une fusion CGNL1-TCF12 au sein d’'un cancer du
sein. Ces fusions ont été identifiées dans le cadre de 3 études distinctes réalisant un
séquencgage systématique de nombreux échantillons tumoraux issus de divers types
de cancer, afin d’identifier de nouvelles anomalies moléculaires récurrentes.
L’implication physiopathologique de CGNL1 dans la gliomagenése reste inconnue.

Concernant le transcrit FGFR2-TACC2, un autre cas de patient présentant un gliome
de haut grade avec cette fusion a été retrouvé dans la littérature. |l s’agissait d’'une
patiente de 48 ans, ayant présenté une tumeur gliale particulierement agressive.
Immédiatement aprés deux chirurgies de résection, elle a présenté une altération
clinique franche empéchant tout traitement adjuvant et entrainant son déceés apres 10
semaines d’évolution seulement. [55] Cette présentation est particulierement
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différente de celle de notre patient, plus jeune, diagnostiqué a 18 ans d’un glioblastome
avec un transcrit de fusion FGFR2-TACC2, dont I'évolution clinique est, pour le
moment, beaucoup moins agressive. Il est toujours en vie aprés 30 mois d’évolution.
La recherche et la description de nouveaux cas seront nécessaires afin de mieux
évaluer cette population de patients.

Nous devons reconnaitre plusieurs limites a notre étude. Tout d’abord, il s’agit d’'une
étude rétrospective comprenant un effectif modéré de patients. Le recueil de données
est basé sur le dossier médical informatisé, pouvant entrainer des lacunes dans la
collection des informations. Plusieurs données étaient manquantes, par exemple la
meéthylation MGMT pour 9 patients. Par ailleurs, la durée de suivi de certains patients
du groupe FGFR, imposée par les bornes de I'étude fixées a priori, était parfois courte.
Il est ainsi possible que nous manquions de recul pour certaines données telles que la
survie globale. Comme précédemment mentionné, notre étude présentait un biais de
sélection différentiel qui a pu fausser I'analyse pronostique. La méthode idéale aurait
été celle d’'une recherche systématique des fusions FGFR pour tous les patients
diagnostiqués d’'un gliome diffus de I'adulte sur un intervalle de temps déterminé a
priori. Enfin, les données radiologiques et notamment I'évaluation du volume n’ont pas
été relues par un radiologue expérimenté.

En revanche, certaines forces de notre étude peuvent étre soulignées. Il s’agissait
d’'une étude multicentrique. Un NGS et une immunohistochimie FGFR3 ont été
systématiquement réalisés pour tous les patients de I'étude. Il s’agit de 'une des rares
études a assurer une description aussi exhaustive, notamment sur le plan clinique,
des patients présentant un gliome avec un transcrit de fusion impliquant FGFR. C’est
également l'une des seules études s’intéressant a ces gliomes avec une
reclassification systématique des patients selon la classification OMS 2021, apportant
une nouvelle vision de ces tumeurs selon les critéres diagnostics les plus récents.

Notre étude souléve de nombreuses questions toujours en attente de réponses.

L’amélioration des techniques de biologie moléculaire a permis la découverte de
multiples fusions géniques, mais leur impact réel sur la carcinogénese reste inconnu,
particulierement pour les fusions non récurrentes telles que le transcrit FGFR3-CGNL1
de notre étude. L'importance physiopathologique de ces anomalies moléculaire et leur
intérét thérapeutique n’est pas certain. Une revue de la littérature de 2019, qui faisait
une synthése des principales fusions géniques connues en cancérologie et ciblables
par un traitement, rappelait que, malgré les progrés réalisés dans les méthodes de
détection des anomalies moléculaires, le développement de thérapies ciblées
demeurait difficile et parfois décevant. [70] Jusqu’a présent, aucun inhibiteur spécifique
de FGFR n’a apporté de bénéfice clair en termes de survie, mais nous sommes
toujours en attente des résultats de plusieurs études de phase 2.

Comme précédemment décrit, les gliomes et particulierement les glioblastomes sont
des tumeurs trés hétérogénes, d’'un patient a I'autre mais également au sein d’un
méme patient. Or, la plupart des fusions FGFR de cette étude ont été retrouvées sur
le matériel tumoral prélevé au diagnostic de la maladie, mais n’ont pas été recherchées
une seconde fois a la récidive. L’évolution de leur expression au cours de la
progression tumorale reste inconnue. Di Stephano et al, dans leur étude de 2015, se
sont attachés a rechercher pour I'un des patients, la fusion F3T3 sur du matériel
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tumoral prélevé au diagnostic initial et a la récurrence. La fusion F3T3 était présente
sur les 2 échantillons. [48] Cette persistance reste cependant a confirmer sur des cas
similaires. Cependant, cela semble difficile a mettre en ceuvre avec les moyens
diagnostics actuels. Confirmer la persistance du transcrit de fusion a la récidive
nécessiterait un nouveau geste chirurgical a risque d’infection, de saignement, mais
également avec un risque neurologique. La recherche des fusions géniques dans
I’ADN tumoral circulant pourrait étre, a terme, un moyen non invasif de s’assurer de
leur persistance au cours du temps, mais cette technique nécessite d’étre validée pour
les fusions géniques en question. [71]

Enfin, une étude de 2023 suggérait I'existence d’une hétérogénéité tumorale au sein
méme de la population des gliomes présentant un transcrit de fusion F3T3. Ayant
constaté que certains gliomes présentant une fusion F3T3 avaient des caractéristiques
anatomopathologiques de gliome diffus de bas grade de type pédiatrique, ils ont tenté
de les caractériser plus précisément. lls ont, pour cela, réalisé une analyse du
méthylome de ces gliomes et de glioblastomes présentant la méme fusion F3T3.
L’analyse du méthylome est un outil diagnostic et un outil de recherche, aidant a la
classification de pathologies tumorales en « groupes tumoraux » homogenes,
présentant un profil de méthylation similaire. Elle donne, pour un échantillon tumoral,
la probabilité que son profil de méthylation se rapproche de certains « clusters de
méthylation » prédéfinis. Une probabilité d’au moins 0.9 est nécessaire pour étre
réellement informative. Dans cette étude de 2023, 7 échantillons avaient une
probabilité supérieure a 0.9 d’appartenir a 'un des groupes de méthylation suivant :
gangliogliome, glioblastome IDH-wildtype RTK2, glioblastome IDH wildtype de sous
type mésenchymateux ou tumeur neuroépithéliale dysembryoplasique (DNET). [67]
Les gliomes diffus présentant une fusion F3T3, bien qu’exprimant tous la méme
anomalie moléculaire, démontrent une hétérogénéité épigénétique. Leur
caractérisation précise et leur classification nécessitera de nombreuses analyses
similaires.

Les recherches dans ce domaine nécessitent d’étre poursuivies. Dans un premier
temps, une méta analyse des différentes études disponibles ou une étude prospective
de grande envergure, semblent nécessaires pour déterminer I'existence ou non d’un
pronostic favorable des glioblastomes présentant un transcrit de fusion impliquant
FGFR, particulierement F3T3. Par ailleurs, une large analyse multicentrique avec
dépistage systématique des transcrits de fusion impliquant FGFR et réalisation d’une
analyse du méthylome, corrélés a I'évolution clinique des patients, serait essentielle
pour mieux caractériser ces gliomes. Enfin, d’un point de vue thérapeutique, les
résultats de I'étude FIGHT-209 pourraient apporter des données clés sur l'efficacité
des thérapies ciblées anti FGFR a I'’encontre de ces tumeurs.
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Conclusion

Les fusions géniques impliquant FGFR semblent retrouvées essentiellement chez les
patients atteints d’'un glioblastome selon la classification OMS 2021. Par cette étude,
nous n’‘avons pas démontré de pronostic plus favorable pour ces patients. Cette
population semble cependant présenter des altérations moléculaires spécifiques :
exclusion mutuelle avec I'amplification EGFR, fréquence moindre des mutations
somatiques oncogéniques de p53. L'immunohistochimie FGFR3 semble constituer un
test de dépistage intéressant des fusions impliquant FGFR3. Des études
complémentaires de plus grande ampleur, avec recherche systématique des transcrits
de fusion, analyse du méthylome et corrélation a I'évolution clinique, semblent
nécessaires pour poursuivre la caractérisation de ces tumeurs.
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Annexes

Annexe 1

ALLIANC INFORMATION ET CONSENTEMENT SUR LA CONSERVATION, j ‘
CANCER L’UTILISATION DES DONNEES MEDICALES, D’IMAGERIE ET DES = CHU
o e s gt o o PRELEVEMENTS BIOLOGIQUES LILLE
IDENTIFIANT DU
PATIENT (étiquette)

Madame, Monsieur,

Dans le cadre de votre prise en charge au sein de notre établissement, vous allez bénéficier (ou vous avez bénéficié) d’actes médicaux
diagnostiques et/ou thérapeutiques. Ces actes médicaux ainsi que le recueil des données médicales et d’imagerie et le recueil de
prélévements biologiques vous concernant font partie de la prise en charge habituelle et servent a établir le diagnostic de votre maladie, la
réalisation et le suivi de votre traitement. Ils sont réalisés dans votre intérét, afin de vous dispenser les meilleurs soins possibles.

Toutes vos données sont centralisées et informatisées selon une procédure approuvée par la Commission Nationale
Informatique et Libertés (CNIL) garantissant leur confidentialité.

Votre dossier pourra étre étudié en Réunion de Concertation Pluridisciplinaire (RCP). Cette réunion regroupe des médecins de différentes
spécialités afin de vous proposer une prise en charge optimale.

Dans la région, la gestion des RCP d’oncologie est informatisée, les données de santé sont centralisées sur une base de données régionale
du réseau ONCO Hauts de France. Cette base est hébergée auprés d un hébergeur agréé de santé.

Vos données seront archivées 20 ans aprés la fin de votre prise en charge conformément a la réglementation en vigueur et pourront par la
suite étre conservées de fagon anonymisée a des fins statistiques.

Pour réaliser des études de recherche médicale ou scientifique dans le domaine des pathologies tumorales, nous avons besoin de pouvoir |
disposer de données biologiques, cliniques et d’imagerie contenues dans votre dossier médical. Ces données médicales recueillies seront
informatisées et pseudoanonymisées, vous ne pourrez en aucun cas étre identifié. Elles pourront également, dans les conditions assurant
leur confidentialité, étre transmises aux autorités de santé et aux équipes de recherche.

De plus, avec votre consentement une partie des prélévements biologiques, qui seront/ont été effectués dans le cadre du soin, pourra étre
utilisée pour la réalisation de ces travaux par des équipes de recherche académiques régionales, nationales internationales et éventuellement
par des industriels, en France ou a I’étranger.

Aucun prélévement supplémentaire par rapport a votre prise en charge médicale habituelle ne sera effectué a cette fin.

Aucun examen des caractéristiques génétiques identifiantes ne sera réalisé sans votre consentement écrit spécifique. Celui-ci pourra vous
étre demandé par la suite si nécessaire.

Vous serez informés des différents projets d’étude et pourrez faire valoir votre droit d’opposition. Cette information se fera soit par courrier
soit en vous rendant a I’adresse www.chu-lille fr/rgpd-recherche.

Vos prélévements seront conservés pour votre bénéfice au sein de la Tumorothéque ALLIANCE CANCER au Centre de BiologiePathologie
Pierre-Marie DEGAND du CHU de Lille.

« Conformément a la loy, les prélévements ne pourront étre cédés a titre commercial ni donner lieu 2 une rémunération 2 votre bénéfice.
Ils pourront étre utilisés pour des recherches effectuées par un ou plusieurs organismes publics ou privés »

N’hésitez pas a poser toutes les questions qui vous semblent nécessaires sur I'utilisation et les modalités de conservation des prélévements
en vous adressant au secrétariat de la Tumorothéque au 03 20 44 49 85.
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« Conformément a la loi n°78-17 dite informatique et libertés du 6 janvier 1978, modifiée par la loi n® 2018-493 du 20 juin 2018, et
conformément au Réglement Général sur la Protection des Données du 25 mai 2018, vous disposez a leur égard d’un droit d’accés, de
rectification et de retrait ou limitation du traitement. »

Vous avez le droit de refuser ou de retirer votre consentement a tout moment, sans avoir a en expliquer les raisons et sans que votre décision
influence la qualité des soins que vous recevrez.

Si vous souhaitez exercer ces droits et obtenir communication des informations vous concernant, veuillez-vous adresser au délégué a la
protection des données du Groupement Hospitalier Territorial Lille Métropole Flandres Intérieur a I’adresse suivante : dpo@chru-lille fr.
Si vous considérez que vos droits n’ont pas été respectés, vous avez également la possibilité de saisir la Commission Nationale de
I’Informatique des Libertés (CNIL) directement via son site internet : www.cnil fr.

Pour la partie concernant la conservation et "utilisation des échantillons biologiques, ainsi que la diffusion des données clinicobiologiques
associées pseudoanonymisées a des fins de recherche médicale et scientifique dans le domaine des pathologies tumorales : a I'Institut de
Pathologie, Centre de Biologie-Pathologie, Tumorothéque, CHU de Lille, 2 avenue Oscar Lambret, 59037 Lille cedex ou par fax au 03 20
44 47 27 ou par e-mail : tumorotheque@chru-lille fr

Ce document est a réaliser en 2 exemplaires : un a remettre au patient, un a conserver dans le dossier médical

Au vu de ces informations transmises par le Docteur : le:

Cochez la case correspondant a votre choix :

- J’accepte de donner mon consentement a I’informatisation, le partage, I’hébergement de mes données personnelles

et d’imagerie dans le cadre d’une prise en charge pluridisciplinaire: [ OUI [0 NON

- J’accepte de donner mon consentement pour la conservation et I'utilisation de mes prélévements biologiques, ainsi

que la diffusion des données clinico-biologiques et d’imagerie associées pseudoanonymisées a des fins de recherche médicale et

scientifique dans le domaine des pathologies tumorales: [ OUI [ NON

Faita: ,le:

Nom, Prénom du patient :

Signature :
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2 Annexe 2

.
4
CH

LILLE

DIRECTION GENERALE

DEPARTEMENT DES RESSOURCES NUMERIQUES

N/Réf : DEC22-183

BOUZIDI Anthony
Delegue a ia protection des
données

CALMELET Loulse
Adjointe au Dejégue a ia
protection des données

Secrétariat Direction des

Ressources Numeérique
Tél. 03.20.444420
Fax: 03.20.44.58.50

Attestation de déclaration d’un traitement informatique

Je soussigné, Monsieur BOUZIDI Anthony, en qualité de Délégué a la
Protection des Données du GHT Lille Métropole Flandre intérieure atteste que
le fichier de traitement ayant pour finalité : Etude descriptive rétrospective
sur les caractéristiques cliniques, radiologiques, immunohistochimiques
et de biologie moléculaire de patients atteints d'un glioblastome porteur
d'un transcrits de fusion impliquant FGFR3, mis en ceuvre en 2021, a bien
été déclaré par Marine CURTI.

La déclaration est intégrée dans le registre de déclaration normale du Centre
Hospitalier Régional Universitaire de Lille.

Attestation réalisée pour valoir ce que de droit.

Fait a LILLE, le 26/09/2022

BOUZIDI Anthony

Toute comespondance devra &ue aaressée 3 ;
CHRU de Lile
Département Ressources Numérquas
ex Cinique Fontan - 2*™ &tage — rue du Professeur Laguesse
59037 LILLE Cecex

85



AUTEUR : Nom : Curti Prénom : Marine

Date de Soutenance : 25/09/2023

Titre de la Thése : Gliomes de haut grade présentant un transcrit de fusion impliquant FGFR :
une étude rétrospective multicentrique

Thése - Médecine - Lille 2023

Cadre de classement : Spécialité médicale, Neurologie

DES + FST ou option : Neurologie, FST cancérologie adulte

Mots-clés : Glioblastome, transcrits de fusion, FGFR3

Résumé :

Contexte : Les gliomes sont les tumeurs primitives malignes du systéme nerveux central les
plus fréquentes. La biologie moléculaire constitue un élément clé de leur diagnostic intégré.
Parmi les anomalies moléculaires en cours de caractérisation, les transcrits de fusion
impliqguant FGFR constituent une cible d’intérét. Nous avons conduit cette étude afin d’évaluer
le pronostic des gliomes présentant un transcrit de fusion impliquant FGFR, et d’assurer leur
caractérisation clinique, radiologique, immunohistochimique et moléculaire.

Matériel et Méthodes : Nous avons conduit une étude rétrospective multicentrique avec les
CHU de Lille, Caen et le centre Henri Becquerel de Rouen. Nous avons identifié tous les
patients atteints de gliome présentant un transcrit de fusion impliquant FGFR, et constitué une
cohorte contrble a partir des patients atteints de gliomes de haut grade pour lesquels la
recherche s’est avérée négative. Nous avons recueilli leurs survies sans progression et globale,
la présentation clinique et radiologique au diagnostic, les données immunohistochimiques
(notamment FGFR3) et les données de biologie moléculaire.

Résultats : Nous avons inclus 52 patients : 36 contrbles et 16 patients présentant un transcrit
de fusion impliquant FGFR : 14 patients FGFR3-TACC3, et deux transcrits atypiques : 1 patient
FGFR3-CGNL1 et 1 patient FGFR2-TACC2. Tous les patients présentant un transcrit de fusion
étaient porteurs d’un glioblastome. L’age moyen au diagnostic était significativement plus élevé
dans le groupe FGFR (54.38 ans contre 43.72 ans, p= 0.015). Il n’y avait pas de différence
significative concernant la survie globale (HR = 0.70, IC95% [0.268-1.865], p=0.48) ou la survie
sans progression (HR=0.975, 1C95% [0.475-2.004], p=0.95) entre les deux groupes. La
présentation clinique au diagnostic était similaire entre les deux groupes et la présentation la
plus fréquente était épileptique. La sensibilité et la spécificité de 'immunohistochimie FGFR3
pour les transcrits de fusion impliquant FGFRS3 étaient respectivement de 92 et 94%.
Conclusion : Tous les patients présentant un transcrit de fusion impliqguant FGFR semblent
atteints de glioblastome selon la classification OMS 2021. Nous n’avons pas retrouvé
d’argument en faveur d’'un meilleur pronostic de ces glioblastomes. Cette étude nous a permis
de décrire 2 cas de patients présentant des transcrits de fusion inhabituels.
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