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RESUME

Les cellules souches hématopoiétiques (CSH) assurent une production constante des cellules
sanguines tout au long de la vie, mais sont vulnérables a 1’acquisition de mutations pouvant
mener a une transformation maligne. Les mutations qui conférent un avantage de croissance
entraineront une prolifération clonale. L’¢tude de la clonalité est centrale a la compréhension
de ces phénomenes. Historiquement, I’analyse de la clonalité a été possible grace au principe
de I’inactivation du chromosome X (ICX) chez les femmes qui entraine la création de deux
populations cellulaires, celle avec le X-paternel actif et celle avec le X-maternel actif. Une
déviation (biais) de la proportion théorique de 1 :1 entre ces deux populations peut supposer

une dominance clonale.

Nous avons démontré un biais significatif de ’ICX chez les femmes avec 1’age. Ce
phénomene peut €tre expliqué par plusieurs causes dont la sélection hémizygote (un des deux
X possede des alleles plus forts que 1’autre) et I’acquisition de mutations dans une CSH.
Nous posons I’hypothése que ces deux phénomenes coexistent et peuvent étre distingués par

une approche génomique.

Nous avons recruté une cohorte de 2996 femmes canadiennes-frangaises agées entre 37 et
101 ans composée de 2172 individus issus de 321 familles et de 824 individus non
apparentés. Deux tissus biologiques ont été recueillis : le sang périphérique (PMN,
monocytes, lymphocytes T, lymphocytes B) et des cellules buccales. Le ratio de I'ICX a été
déterminé par la méthode HUMARA, I’analyse de génes associés a I’hématopoiése clonale
(19 genes) a été faite par la méthode de séquengage NGS, et la cohorte a ét¢ génotypée a

700 625 loci polymorphiques de ’ADN (SNP). Des analyses bioinformatiques ont été
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appliquées pour étudier la contribution génétique au biais de I’'ICX. Nous démontrons que :
(1) le biais de I’'ICX est plus prévalent dans les cellules sanguines par rapport aux cellules
¢pithéliales et maximal dans les cellules my¢loides; (ii) le biais augmente avec 1’age
seulement dans les cellules sanguines et que cette influence est plus marquée pour les
neutrophiles; (iii) la concordance du biais est trés importante pour les différents types
cellulaires sanguins, suggérant un mécanisme opérant au niveau de la CSH ; (iv) il y a une
composante héréditaire liée au biais de I’'ICX; (v) la présence de mutations acquises (TE7T2,
DNMT3A, etc.) explique seulement une partie du biais ; (vi) a I’aide d’analyses par liaison
génétique la présence d’une région sur le chromosome X a Xq21 (LOD score 4.9) qui est
associée au biais des lymphocytes T et une autre sur le chromosome 1 a 1g21 (LOD score

6) qui est associée au biais des neutrophiles.

Nous avons départagé la contribution liée a I’acquisition de mutations somatiques et identifi¢
pour la premicre fois des régions liées a une prédisposition génétique. Nos travaux se
poursuivront d’une part par I’analyse de geénes candidats dans les régions identifiées, et
d’autre part nous tenterons d’identifier les cibles génétiques qui confeérent un potentiel de
transformation maligne en utilisant une approche basée sur I’analyse du méthylome, de

I’hydroxyméthylome et du transcriptome que nous venons de valider.

Notre ¢tude démontre la complexité de 1’adaptation de I’hématopoicse au vieillissement et

ouvre des portes sur 1’identification de facteurs prédisposant aux cancers hématologiques.

Mots clés:
Vieillissement, Hématopoicse, Clonalité¢, Inactivation du chromosome X, Sélection

hémizygote, HUMARA, Linkage, GWAS, TET2, 5mC, ShmC, NGS, RNA-Seq.
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ABSTRACT

Hematopoietic stem cells (HSC) ensure a constant lifelong production of blood cells, but are
vulnerable to acquisition of mutations, which may lead to malignant transformation.
Mutations that confer a growth advantage will lead to clonal derivation of cells. The study
of clonality is central to the understanding of hematopoiesis adaptation to aging. Historically,
the first clonality assays were based on the principle of X-chromosome inactivation (XCI)
in women. Women are mosaics with half the cells with the paternal X active and the other
half with the maternal one. A skewing from the theoretical 1:1 ratio between these two

populations of cells could infer clonal derivation of cells.

More than 20 years ago, our team demonstrated, through analysis of (XCI) in women, that
skewing increases with age. This intriguing phenomenon can be explained by several
etiology including hemizygous selection (one of the 2 Xs has stronger alleles) or the
acquisition of mutations giving a growth advantage. The first etiology is genetically
predetermined and the second, acquired in somatic cells of bone marrow. We hypothesize

that these two phenomena coexist and can be distinguished with a genomic approach.

To test our hypothesis, we investigated skewing in a cohort of 2996 French-Canadian women
aged 37 to 101 comprised of 2172 related individuals from 321 families and 824 unrelated
individuals. We analyzed XCI ratios at the HUMARA locus in epithelial cells, neutrophils,
T-cells, monocytes, B-lymphocytes. We genotyped the cohort for clonal hematopoiesis and
looked for germline heritable components by genome wide association studies and linkage
analyses. We document that skewing was more prevalent in blood cells than in epithelial

cells, and maximal in myeloid cells. Skewing increases with age only in blood cells. Intra-



individual correlation of skewing blood cell types was strongly correlated, suggesting
selection influences operating at the HSC. Sibship analyses demonstrated heritability which
was strongest when parental origin of skewing was taken into account. Clonal hematopoiesis
accounted only for a small proportion of the skewing trait but its importance increased in the
very old. Linkage analysis identified a region at Xq21 for skewing occurring in T-cells (LOD
score 4.9) suggesting a hemizygous cell selection influence. We also identified a region at
1921 for skewing in neutrophils (LOD score 6) suggesting a gene-gene interaction with X-

linked genes.

We have demonstrated that age-associated skewing is a complex trait caused in part by
acquired mutations and genetic predisposition variants. We will pursue our investigation
using a candidate gene approach in the two identified regions and will try to identify genetic
targets of oncogenic potential by a method based on analysis of the methylome,

hydroxymethylome and transcriptome that was have validated in this cohort.

This thesis demonstrates the complexity of the adaptation mechanisms of hematopoiesis to

aging and set the stage to identification of factors predisposing to hematological cancers.

Key words:

Aging, Hematopoiesis, Clonality, X chromosome inactivation, Hemizygous selection,

HUMARA, Linkage, GWAS, TET2, 5SmC, 5ShmC, NGS, RNA-Seq.
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CHAPITRE 1

INTRODUCTION ET REVUE DE LA LITTERATURE



1. INTRODUCTION

1.1 Introduction a la clonalité et a ’hématopoiese clonale

Les études sur la clonalité du développement cellulaire remontent a il y a prés de 60 ans
(1). Ces études ont permis de définir les principes de base de 1’oncologie moderne en
prouvant que les cancers résultent de la prolifération clonale de cellules (2). La
prolifération cellulaire clonale implique qu’une population entiere de cellules émane d’une
seule cellule souche fondatrice qui a un avantage de croissance par rapport aux autres

cellules.

La prolifération clonale de cellules peut étre causée par plusieurs mécanismes cellulaires,
génétiques ou épigénétiques. Au cours du développement d’un organisme, les cellules
possedent le méme matériel génétique. Dans cet organisme, la régulation de I’expression
des génes permet le développement de différents types de tissus qui auront différentes
fonctions (3). En vieillissant, les cellules peuvent acquérir des mutations somatiques (4-6).
Des mutagenes d’origine interne par exemple le stress oxydatif, la formaldé¢hyde et
I’acétaldéhyde, peuvent causer des erreurs dans la réplication de 1’acide
désoxyribonucléique (ADN) (7). Les mutagenes peuvent également étre d’origine externe
comme la présence des substances mutagenes liées au tabac, a la lumiere ultraviolet (8), a
la chimiothérapie (9) ou a la radiothérapie (10). Dans la plupart des cas, ces mutations
n’auront aucun impact car elles vont toucher des régions non codantes du génome ou non

régulatrices. Toutefois, si ces mutations affectent des génes essentiels a la prolifération



cellulaire, la cellule mutée pourrait avoir une altération lui donnant un avantage de
croissance. Ultimement, les mutations pourraient provoquer une croissance rapide des
cellules qui pourrait se manifester par un phénotype de malignité et un diagnostic clinique

de cancer (11, 12).

Nous nous intéresserons dans cette thése a mieux comprendre ce paradigme dans le
contexte de I’hématopoicse. Les cellules souches hématopoiétiques ont la tache titanesque
de produire > 10" cellules sanguines quotidiennement (13). Les cellules sanguines sont
sujettes a I’acquisition de mutations somatiques pouvant conduire a I’hématopoicse clonale

(HC) et au développement de cancers hématologiques (3).

1.2 L’inactivation du chromosome X

1.2.1 Historique sur la découverte de ’'ICX

Ohno et Hauschka ont démontré que chez les souris femelles, les chromosomes X des
cellules somatiques sont hétéropycnotiques, c’est a dire qu’un des deux chromosomes X
se comporte exactement de la méme maniere que les autosomes, ou il reste dans un état
¢tendu pendant l'interphase et la prophase. L'autre chromosome est dans un état
extrémement condensé, formant le Corpuscule de Barr. (14). Or, I’origine de cette forme
hétéropycnotique était restée inconnue. Un an plus tard, Mary Lyon s’est basée sur le
mosaicisme de l'expression phénotypique des génes récessifs chez les souris femelles
hétérozygotes qui affectent la couleur de leur fourrure pour suggérer que la forme

hétéropycnotique du chromosome X peut étre d’origine maternel ou paternel dans
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différentes cellules chez le méme animal et qu'un des chromosome X est inactivé au cours
du développement (15). Lyon a aussi expliqué que I’une des copies du chromosome X dans
les cellules est fortement condensée et que les souris qui posseédent seulement une copie de
chromosome X se développent en femelles fertiles. Lyon postula que I'un des deux
chromosomes X est inactivé de fagon aléatoire dans chaque cellule, que la descendance de
chaque cellule maintiendra le méme patron d’ICX résultant en un mosaicisme avec 50%
des cellules avec le chromosome paternel actif, et 50% avec le chromosome X maternel

actif (15).

Dans la méme période et indépendamment, Ernest Beutler a suggéré la méme hypotheése
mais chez I’humain. Il propose qu'un chromosome X est inactivé pour maintenir la parité
de dose avec le seul chromosome X qui provient du male (16). C’est ce qu’on appelle la
compensation de dose des chromosomes sexuels (17). Il a prouvé son hypothese en utilisant
les alleles du géne codant pour 1’enzyme glucose-6-phosphate déshydrogénase (G6PD)
situés sur le chromosome X (16). Il a observé que chez les femmes hétérozygotes pour le
gene GO6PD, il coexiste deux populations de cellules érythrocytaires: des cellules
complétement déficientes et des cellules normales. 11 conclut que dans les précurseurs des
globules rouges, un seul chromosome X est actif et que I’inactivation affecte 1’un ou I’autre

des chromosomes dépendamment des cellules (16).



1.2.2 Meécanisme de ’ICX

1.2.2.1 Durant Pembryogeneése

Avant P'initiation de I’'ICX dans I’embryon, les ovocytes de mammiféres possedent deux
chromosomes X actifs. Le chromosome X inactif est réactivé avant 1’entrée dans la
prophase meéiotique (18). Durant la spermatogenese, le chromosome X actif est
progressivement inactivé pendant la premieére prophase méiotique (19). Dans le processus
de ’'ICX, DI’inactivation est réalisée par I’hétérochromatinisation du chromosome X, une
forme de condensation de la chromatine (20). Les genes du chromosome X inactif arrétent
d’étre exprimés par la cellule ce qui permet la compensation de dose (17, 21). Dans
I’embryon de la souris aux stades de deux ou quatre cellules, le Xp inactif est réactivé dans
les cellules de la masse cellulaire interne au stade blastocyste. Par la suite, les cellules de
I’épiblaste (stade blastocyste) inactivent au hasard et indépendamment une copie de
chromosome X (22-24). Chez I’humain, le processus de I’ICX commence pendant les
phases préimplantatoires du développement embryonnaire, vers le stade des huit cellules
(25). Il existe deux formes différentes de I’ICX : I'ICX imprimée et ’ICX aléatoire. L’ICX
imprimée entraine une inactivation préférentielle du chromosome Xp et se produit dans les
marsupiaux femelles et les tissus placentaires de souris (26, 27). Par contre, I’ICX aléatoire
du chromosome X maternel ou paternel a lieu dans toutes les lignées de cellules somatiques
de mammiferes. L’ICX aléatoire n'a pas de préférence spécifique pour l'inactivation de 1'un
des chromosomes X parentaux (20, 28). Le chromosome X inactivé est mitotique. Il va étre
hérité par les futures cellules filles somatiques. Cette inactivation au hasard donne comme

résultat des cellules mosaiques dans un individu ou globalement on s’attend a ce qu’il y



aura une balance (50:50) d’expression des alleles des genes liés aux deux chromosomes X

parentaux (Figure 1, page 6) (29).

m — Inactive Xp

Random

X chromosome
cholce [ Inactive Xm
Embryonic
Inner Cell Mass
ES cells
) 50% of cells
Extra-embryonic with Inactive Xp
endodem Random & 50% of cells
x-inactivation Development

. with Inactive Xm

Extra-embryonic
trophectodem

Preimplamtatiom
blastocyst

Figure 1: Schéma du choix aléatoire de I’inactivation du chromosome X (adapté de

(30))

1.2.3 Méthode permettant de mesurer ’ICX chez la femme

Les prérequis des méthodes pour déterminer la clonalité basées sur I’ICX sont les suivants :
(1) étre en mesure de distinguer les deux chromosomes X parentaux (polymorphisme 1ié au
chromosome X), (ii) étre capable de détecter leur état d’activation (expression,
transcription ou méthylation différentielle). Les techniques présentées ci-aprés de fagon

chronologique rencontrent ces prérequis.



1.2.3.1 Glucose-6-phosphate-dehydrogenase : le paradigme des méthodes d’analyse

de 'ICX

Tel que mentionné précédemment, Ernest Beutler a utilisé les alléles du géne codant pour
I’enzyme G6PD pour analyser I’'ICX (16). Par la suite, ’analyse de ’ICX a été utilisée
pour identifier I’origine et le développement des cellules tumorales (31). La premiére étude
a été réalisée par Linder et Gartler, qui ont étudi¢ les variantes A et B du géne G6PD chez
5 femmes hétérozygotes (32). IIs ont démontré que les femmes possedent deux populations
de cellules, et chaque population exprime une des variantes du gene G6PD (A ou B). En
se basant sur I’¢lectrophorése des variantes A et B de ce gene, ils ont étudi¢ 27 I¢iomyomes,
des tumeurs bénignes formées de cellules musculaires lisses, provenant de 5 femmes
hétérozygotes et 86 myometres, la couche musculeuse interne de la paroi utérine (33). Leur
but était de déterminer si ce type de tumeur est déclenché par une seule cellule ou par
plusieurs cellules en sachant que si la tumeur vient d’une seule cellule ils devraient
observer qu’un seul phénotype de G6PD. Par contre si plusieurs cellules sont a I’origine de
la tumeur ils devraient observer plusieurs phénotypes. Effectivement, ils ont découvert que
les 27 1éilomyomes ont une seule bande qui représente un seul allele du géne G6PD ce qui
indique que ’origine d’un 1éiomyome est une seule cellule versus les 85 des 86 myomeétres
qui ont 2 alléles (32). L’application du systeme de G6PD pour analyser 1’inactivation de
chromosome X a ouvert un grand champ de recherche en oncologie puisque cet outil
pouvait étre utilisé pour comprendre la base de la transformation maligne. Or, I’application
de ce systéme était malheureusement trés limitée par le niveau faible de I’hétérozygosité
dans la population générale. L’évolution des variants a ét¢ favorisée dans les régions

géographiques ou la malaria est plus importante. L’hétérozygocité est de 35% chez les
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femmes de descendance africaine et tres faible dans la population caucasienne (34) . Cela
a empéché I’analyse des maladies rares, I’analyse de grandes cohortes de femmes et
I’analyse familiale (35). Cette limitation a poussé les chercheurs a trouver d’autres

alternatives pour analyser la clonalité a partir de tests basés sur I’'ICX.

1.2.3.2 Polymorphique hypoxanthine-phosphoribosyltransférase: premiére

méthode basée sur la méthylation différentielle entre Xa et Xi

La nécessit¢ d’identifier plus de sujets hétérozygotes pour des génes sur le chromosome X
a amené Vogelstein a proposer une stratégie inédite basée sur les avancés de la biologie
moléculaire de I’époque (36). Son analyse est basée surtout sur 3 principes : (1) Un seul
chromosome X est actif dans chaque cellule, (2) 1’activation des genes 1i¢ a 1I’X est
accompagnée par un changement de méthylation des résidus de cytosine faisant en sorte
qu’ils peuvent €tre reconnu par des enzymes de restriction endonucléaires sensibles a la
méthylation de I’ADN, (3) les copies du chromosome X paternel et du chromosome X
maternel peuvent étre distinguées par le polymorphisme de longueur des fragments de
restriction (ou RFLP, de l'anglais restriction fragment length polymorphism) (37).
L hétérozygocité des RFLP était accrue de facon substantielle par rapport au gene G6PD
mais limité a 25% des tumeurs. De plus, ce systeme d’analyse de 'ICX a ¢également des
limitations : (i) certaines tumeurs sont résistantes aux enzymes de restriction, (ii) cette
analyse ne peut pas faire la distinction entre une tumeur monoclonale et une tumeur
oligoclonale, (ii1) la présence de cellules saines peut contaminer les échantillons et faire en
sorte que les résultats indiquent que des tumeurs sont polyclonales méme si celle-ci est

d’origine monoclonale, ce qui peut étre le cas pour plusieurs analyses (36).
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1.2.3.3 Phosphoglycérate kinase: premiere méthode utilisant la réaction de

polymerase en chaine (PCR)

Une autre limitation des analyses de clonalité était la nécessit¢ d’avoir une importante
quantit¢ de cellules comme matériel de départ. La découverte de la réaction de
polymérisation en chaine (PCR) par Karry Mullis (38) a permis a Gilliland de développer
un test d’une grande sensibilité analytique au locus de geéne Phosphoglycerate kinase
(PGK)(39). La méthode permet I’amplification de la partie polymorphique de PGK apres
une digestion sélective du chromosome X activé en utilisant des enzymes de restriction
sensible a la méthylation comme le Hpa II et Bst xI. Cette méthode est plus sensible la
rendant parfaitement adaptée pour étudier des populations cellulaires de quantité limité. Le

niveau d’hétérozygocité demeure toutefois faible a 25%.

1.2.3.4 Locus DXS255 et sonde M27f; premiéere méthode utilisant un locus

multi-allélique

Le locus DXS255 est hautement polymorphique en raison de la présence d’un nombre
variable de répétitions en tandem (VNTR) (40, 41). Ces polymorphismes sont mis en
¢vidence par la sonde M27BT (42, 43). La distinction entre Xa et Xi est basée sur la
méthylation différentielle a ce site. Le taux €levé d'hétérozygotie est d'environ 90% (40)
et présentait un grand avancement pour les études de clonalité (44). Toutefois, la méthode
basée sur la technologie de Southern Blot était complexe et d’interprétation laborieuse.
Cette technique est tombée en désuétude rapidement avec 1’arrivée des technologies

décrites ci-apres.



1.2.3.5 Meéthodes basées sur ’analyse de transcrits polymorphiques de géne du

chromosome X.

Plusieurs méthodes ont été¢ développées par le groupe du Dr J. Prchal avec 1’objectif de
bénéficier de la sensibilité¢ de la PCR, d’utiliser un polymorphisme fréquent et de ne pas
recourir au principe de la méthylation différentielle. L’ARN doit étre utilis€ comme
matériel de départ. La quantitative reverse-transcription allele-specific suppressive PCR

(qQRT-ASS-PCR) est un exemple de cette approche (45).

1.2.3.6 La méthode de Human Androgen-Receptor Gene (HUMARA)

En 1992, Allen et al. décrivent un test qui utilise une séquence hautement polymorphique
dans le gene codant pour le récepteur d’androgene humain situé sur le chromosome X (AR
ou HUMARA [GeneBank]) (46). En effet, le géne HUMARA est porteur d’une séquence
CAG répétée en tandem (short tandem repeat (STR)) qui est hautement polymorphique
dans la population et qui permet de distinguer entre les alleles paternels et les alleles
maternels chez 90% des femmes (47). Les répétitions du CAG sont liées a quatre sites de
méthylation qui sont méthylés sur I’Xi et non-méthylés sur le Xa (46). Les amorces PCR
qui permettent I’amplification du locus sont en 5’ des sites de méthylation différentielle
entre Xa et Xi et en 3° de la séquences CAG, si bien que la digestion préalable de I'ADN
avec l'enzyme de restriction Hpall (qui coupera Xa non-méthylé) permettra uniquement
I’amplification de I’Xi. Les produits de PCR sont ensuite analysés par électrophorese pour
déterminer le nombre d'all¢les et quantifier leur intensité (Figure 2A, page 11) (46, 47).
Apres avoir fait migrer le produit de PCR sur un gel les résultats sont les suivants : (1) Si
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les deux bandes sont apparentes, le tissu étudié est d'origine polyclonale car la moitié des
cellules ont le Xm inactif et I’autre moitié¢ 1I’Xp inactif (Figure 2B, page 11) (i1) si une
seule bande est observée, le tissu est d’origine monoclonale (Figure 2A, page 11) a moins

que les deux alleles aient exactement le méme nombre de répétitions CAG (47).

Busque ef al. ont ensuite développé en 1994 un test basé sur I’ARN en utilisant la méthode
de PCR par transcriptase inverse (RT-PCR) afin de démontrer la corrélation de ce dernier
avec le test de HUMARA et la fiabilité des différents sites de méthylation sur ce locus du

gene HUMARA (48).

A) Clonal cell population B) Polyclonal cell population
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Figure 2: La méthode HUMARA pour déterminer 1'origine clonale d'une tumeur
(adaptée de (49))
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1.2.3.7 La méthode de XISTase

Récemment, I’équipe de Zito ef al. ont analysé ’ICX en utilisant une nouvelle technique
basée sur une mesure métrique de I’expression de 1’all¢le spécifique au gene Xist provenant
de données de RNA-Seq et DNA seq (29). L’utilisation du geéne Xist est tirée d’une
découverte en 1995 par I’équipe de Rupert ez al. qui a identifié un polymorphisme exprimé
dans le gene Xist et qui 1’ont utilisé pour générer 2 amorces de 1’all¢le spécifique pour €tre
utiliser pour le PCR (50). Ce qui est particulierement plus important dans cette étude est
’utilisation du test HUMARA pour valider les résultats obtenus par XISTase. Ainsi, ils ont
démontré que la corrélation de Spearman entre les quantifications était de 0,8 (P =7x10"),
révélant un degré ¢levé de reproductibilité entre XISTase et HUMARA dans les cellules

lymphoblastes et les cellules du sang.

1.2.4 L’analyse de I’ICX dans la population saine.

Le chromosome X représente environ 5% du génome humain haploide. Il est composé de
155 Mb et il contient plus de 800 génes qui codent pour plusieurs protéines (51, 52). Chez
les femmes saines, I’inactivation au hasard du chromosome X entraine la création d’une
mosaique avec un ratio de 1:1 entre les cellules qui ont le Xp actif et celles qui ont le Xm
actif (53). Une déviation significative par rapport au ratio de 1:1 est connu sous le nom de
biais de 'ICX (ou ICX skewing, nonrandom X inactivation ou lyonization excessive)
(Figure 3, page 13) (29). Plusieurs études ont retenu le critere d’un ratio > 3:1 ce qui
correspond a 75% des cellules avec le méme X parental actif pour qualitativement
catégoriser les sujets avec biais (54-56). Le biais de ’ICX peut étre primaire ou secondaire
(acquis).
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Figure 3: Modele de biais de 1'[CX (adaptée de (30))

Dans I’ICX non aléatoire primaire, un facteur ou une modification modifie ce caractere
aléatoire, de sorte que le Xp ou le Xm est de préférence inactivé. Dans la sélection cellulaire
secondaire, I’ICX aléatoire se produit normalement mais la mutation d'un géne sur 1'un ou
l'autre X, conférant un avantage de croissance ou, au contraire, induisant une létalité
cellulaire, favorise la sélection de cellules portant soit un Xp inactif, soit un Xm inactif.
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1.2.5 L’étiologie du biais de ’ICX

1.2.5.1 Biais de I’'ICX non aléatoire primaire

Les causes du biais de I’ICX non aléatoire primaire sont les événements qui se produisent

durant I’embryogenese (Figure 7 Sommaire des causes de biais de I'ICX page 35).

Plusieurs hypothéses ont été proposées dans le but d’expliquer le biais de I'ICX et les divers

facteurs qui peuvent contribuer a son initiation :

(1)

(i)

Nombre limité de cellules d'initiation ICX : Un des facteurs les plus importants
est la présence d’un nombre limité¢ de cellules au moment de I’initiation de
I’ICX pendant I’embryogenese. Ainsi, méme si les chances que chaque cellule
inactive un ou l’autre chromosome X est de 50%, la majorité des cellules
pourraient choisir de désactiver par hasard le méme chromosome X, par
exemple le chromosome X paternel, quand le pool de cellules de départ est tres
petit. (53) (57) (53).

Facteurs génétiques : Le biais de I'ICX est probablement déterminé
génétiquement (58). Chez les souris, des distorsions de ’'ICX aléatoires sont
observés lorsque plusieurs souches de souris consanguines sont croisées.
Comme ces €carts ne sont pas causes par la sélection des cellules, ce mécanisme
a été appelé : ICX non al€atoire primaire. (59) (60). Alternativement, des SNP
ont été trouvés dans le promoteur XIST humain, en corrélation avec le biais de
I’ICX (61) (62). Aussi, plusieurs familles ont été identifiées dans lesquelles le
biais de ’ICX est hérité, mais ce biais extréme pourrait é¢galement étre expliqué

par la présence d'alleles d’une maladie liée au chromosome X (63).
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(i11))  Sélection cellulaire : Par conséquent, le biais de ’ICX pourrait également étre
causé par des mutations liées au chromosome X affectant la viabilité cellulaire,
suivi d'une sélection négative ou méme d’une sélection positive (53).

(iv)  Sauvetage trisomique : Une autre forme d’ICX non aléatoire primaire se
retrouve dans ce qu'on appelle le sauvetage de zygotes trisomiques et pourrait

¢galement étre une cause du développement de biais de I’'ICX. (64).

1.2.5.2 Le biais de ’ICX secondaire

Le biais de I’'ICX secondaire se produit aprés I’initiation du ’inactivation du chromosome

X aléatoire (Figure 3, page 13, Figure 7 page 35).

1.2.5.2.1 Etudes chez les femmes saines

1.2.5.2.1.1 La spécificité tissulaire du degré d’ICX

Le groupe de Fey et al. ont démontré que I'ICX est spécifique a un tissu précis en
comparant des tissus normaux obtenus de la muqueuse gastro-intestinale et de la thyroide.
Ces tissus présentent un faible niveau de biais de I’ICX tandis que les leucocytes présents
dans le sang présentent un niveau ¢levé de biais de ’ICX (65). Gale et al. ont comparé les
profils de biais de I'ICX dans le sang périphérique (granulocytes, cellules B et cellules T),
de la peau et des muscles de 20 femmes qui ont une formule sanguine normale ainsi que
de la muqueuse du cdlon de neuf individus et ils ont constaté que le biais de I'ICX est tres
¢élevé dans le sang périphérique (> 75% d'expression d'un alléle) mais pas dans les autres

tissus analysés (66). En résumé, ces deux études ont démontré que le biais de I'ICX est
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plus grand dans le sang périphérique par rapport a d’autres tissus ce qui suggere que le

profil de biais de I’'ICX est spécifique au tissu analysé.

1.2.5.2.1.2 Effet de I’age sur le biais de I’ICX des cellules sanguines.

Fey et al. ont été les premiers a suggérer que le biais de I’'ICX est corrélé avec I’age. En
utilisant le M27f3 ils ont démontré que des profils du biais de I’'ICX ont été observés non
seulement dans les leucémies mais également dans 21/105 échantillons (20%) de
leucocytes normaux (67). De plus, le biais de 'ICX est significativement plus fréquent
chez les femmes agées (75 ans a 96 ans) par rapport aux enfants en bonne santé (agés de 2
a 8 ans) et aux femmes plus jeunes (agées de 20 a 58 ans) (P =.00125; chi 2 test) (67). Par
la suite, Busque et al. ont utilisé le test de HUMARA sur 295 femmes saines partagées sur
3 groupes : (1) les nouveau-nés, (2) les femmes agées entre 28 et 32 ans et (3) les femmes
agées de > a 60 ans. L'incidence de biais de I’ICX (ratio d'alléles > 3:1) était de 8,6% (14
sur 162) chez les nouveau-nés (P = 0,104 versus les femmes entre 28 et 32 ans); 16,4%
(11/67) de 28 a 32 ans (P = .0064 versus le groupe > a 60 ans) et 37,9% (25 sur 66) chez
les femmes > 60 ans (54). Ainsi, ces données ont démontré que le biais de ’'ICX augmente

avec 1’age et ceci a été confirmé par la suite par d’autres études (68, 69).

Quels sont les facteurs et les mécanismes qui causent le biais secondaire de I’'ICX ?

1.2.5.2.2 La sélection hémizygote

La sélection hémizygote s’explique par I’avantage concurrentiel pour toutes les cellules

qui expriment un phénotype parental (Figure 4, page 19). Le processus de la sélection
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hémizygote peut étre une cause du biais de I’ICX. Cette théorie a €té exposée par Abkowitz
et al qui ont analysé le phénotype du G6PD des cellules du sang et des cellules progénitrices
de la moelle des chattes agées de la race Safari. Cette race est un premier croisement
hybride entre les chats de Geoffroy (G) et des chats domestiques (d). Puisqu’il n’y a pas de
recombinaisons entre les chromosomes X-G et X-d, les chattes safari ont la moitié de leurs
cellules avec I’X-G actif et I’autre avec I’X-d actif. A la naissance, I’expression des alléles
G et d sont équivalentes (ratio 50 :50) démontrant une inactivation aléatoire du
chromosome X. Toutefois, Au fil du temps, ils ont observé un biais du ratio d’ICX chez
pres de 70% des chattes vieillissantes. Ils ont fait ’observation cruciale que le biais était
toujours dans la direction de 1’allele G. Cette observation élimine les causes aléatoires qui
auraient pu se produire autant dans les cellules G que d. Cela indique donc que les cellules
qui ont le chromosome X-G dans 1’état actif ont un avantage de croissance sur les cellules
qui ont I’X-d actif. Puisque cela prend plusieurs années avant que la domination cellulaire
se produise les auteurs déduisent qu’il y a des variants de genes impliqués dans
I’hématopoiese qui se situe sur le chromosome X et que le variant G est plus fort que le

variant d (70).

Plusieurs données soutiennent ¢galement une contribution génétique au trait. Christensen
et al. ont analys¢ les cellules sanguines périphériques de 71 paires de jumeaux
monozygotiques agées de 73 a 93 ans et ils ont constaté qu'avec I'age, une des populations
cellulaires devient prédominante pour la plupart des femmes. Ils ont également observé
une forte tendance pour la méme lignée cellulaire a devenir prédominante chez 2 co-

jumeaux. Cela suggere que les facteurs génétiques liés au chromosome X influencent la
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cinétique des cellules souches hématopoiétiques humaines (71). Vickers et al. ont analysé
le profil de I'ICX dans les cellules granulocytes de 33 monozygotes et 22 dizygotes des
jumeaux agés et ils ont observé une importante composante génétique dans la
détermination de la méthylation asymétrique des alleles du chromosome X dans les
granulocytes de jumeaux agés. Ils ont aussi observé une corrélation du ratio de I’ICX entre
les jumeaux monozygotes en comparaison aux jumeaux dizygotes. (72). L héritabilité¢ du
biais de I’'ICX dans les cellules polymorphonucléaires dans ces 2 études est a environ 68%
(72) (71) ce qui suggere que le biais de I’'ICX observé dans les cellules hématopoiétiques
est, au moins en partie, génétiquement déterminé. En plus de la contribution génétique dans
I’initiation de biais de ’'ICX, y a-t-il d’autres mécanismes qui peuvent avoir un effet sur le

biais de I’ICX dans les cellules hématopoiétiques des femmes vieillissantes ?
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Stronger X

Growth Advantage

Figure 4: La sélection hémizygote.

Les femmes sont des mosaiques avec deux populations cellulaires distinguées seulement
par les génes exprimés par le chromosome X paternel ou maternel. S’il y a des alléles de
genes de différentes forces entre les deux populations, il y aura une sélection avec le temps.
Le plus important est qu’ils soupgonnent qu'un mécanisme comparable est opérationnel
chez les femmes. D’autant plus qu’il y a plusieurs exemples d’hémizygotie dans la
différentiation des cellules du sang. Chez les femmes hétérozygotes pour deux troubles liés
au chromosome X, le syndrome de Wiscott—Aldrich (WAS) et le G6PD. Chez les femmes
atteintes du WAS toutes les plaquettes et cellules T expriment un seul phénotype parental
G6PD (A ou B) alors que les deux isoenzymes A et B sont présentes parmi les globules
rouges et les granulocytes ce qui implique des plaquettes défectueuses et les lymphocytes
T échouent a devenir mature chez les femmes hétérozygotes. Cette observation suggere
que la sélection contre les cellules exprimant le défaut de Wiskott-Aldrich a lieu dans le

systéme hématopoictique de la femme hétérozygote (73). Aussi, dans une étude sur deux
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femmes hétérozygotes atteintes de l'agammaglobulinémie liée au chromosome X aux
alleles A et B de G6PD, les cellules T et les neutrophiles avaient des niveaux similaires
d'actif enzymatique A et B mais les cellules B avaient uniquement une activité liée a la
forme A de G6PD. Le défaut génétique responsable de l'agammaglobulinémie liée au
chromosome X est intrinseque a la lignée des lymphocytes B. Ainsi, ces résultats
démontrent qu’il y a un avantage de croissance sé€lective pour les cellules normales B (mais
pas les cellules T ou les granulocytes) chez les femmes atteintes de I’agammaglobulinémie
(74). En somme, la domination d’un phénotype de chromosome X parental unique parmi
les cellules sanguines est un phénomene fréquent avec le vieillissement et démontre que

ceci résulte d'une sélection hémizygote.

1.2.5.2.3 La sélection aléatoire dans le contexte de déplétion en cellules souches

Toutes les cellules hématopoiétiques sont dérivées de cellules souches pluripotentes qui
ont engageé, suite a une série de voies de différenciation, leur progéniture vers les différentes
lignées de cellules sanguines (75). Le systétme a un ¢énorme potentiel de réserve et
I'hématopoicse échoue rarement méme chez les patients agés qui ont €té exposés a une
chimiothérapie (76). Malheureusement la régulation de cellules souches est peu connue.
La capacité de génération de cellules souches d'une lignée est cependant limitée. Aprés un
certain nombre de générations c’est-a-dire qu’une fois qu'elles ont «vieilli», une cellule
souche quitte le pool des cellules souches pour former deux précurseurs de lignées
cellulaires. Sa part dans la formation du sang est reprise par la cellule souche suivante la
plus ancienne (77). Il existe cependant des preuves que de nombreuses décisions

d'engagement dans le systeme hématopoiétique ont un ¢élément aléatoire ou stochastique
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(78). Le taux global d'auto-renouvellement a chaque division dans le pool de cellules
souches doit étre de 0,5 pour maintenir 1'état d'équilibre. Au niveau de la cellule unique,
toute cellule souche en division pourrait avoir un taux d'auto-renouvellement de 1,0 (les
deux cellules filles sont des cellules souches), 0,5 (une cellule fille est une cellule souche
et une entre dans le pool de cellules de différenciation) ou 0 (les deux cellules filles
subissent une différenciation terminale) (Figure 5, page 21). Ce dernier modele prédit
qu'avec le temps, le pool de cellules souches deviendrait composé de descendants qui
¢manent de moins en moins du pool original de cellules souches, mais sans baisse du
nombre total de cellules (76). Gale ef al. a soulevé I’hypothese de la déplétion en cellules
souches avec le vieillissement pour expliquer 1’émergence du biais de I'ICX (76).
Toutefois, en absence de capacité de mesurer le nombre de cellules souches et leur capacité
de division, et de faire une corrélation avec le biais de I'ICX, la déplétion en cellules

souches comme cause de biais de I’ICX demeure une hypothese impossible a vérifier.

i

CIOCIO

Figure 5: Mode¢le de la sélection aléatoire dans le contexte de déplétion en cellules
souches (adaptée de (76)).
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L’ICX est déterminé par le modele relatif d'expression des cellules souches (A) ou (B) au
moment de I’I[CX, par exemple avec une expression 50:50 des deux alleles comme indiqué
ici. Au moment de la division des cellules souches, certaines cellules s'engageront dans la
différenciation terminale (®). Avec le temps, bien que le nombre absolu de cellules souches
reste le méme, certaines des cellules souches seront perdues par différenciation terminale
des deux cellules filles. L'hématopoicse sera donc dérivée des descendants de quelques-
uns des membres originaux de la population de cellules souches et cela se reflétera dans

l'expression relative des alléles A et B

1.2.5.2.4 Les mutations acquises donnant un avantage de croissance

Les cellules souches et les progéniteurs hématopoiétiques accumulent des mutations
somatiques tout au long de la vie d’un individu, dont la plupart sont des mutations
passageres non pathogéniques sans conséquence fonctionnelle ou qui ont le potentiel de
contribuer a une expansion clonale qui conduit a I’hématopoiese clonale [118] [119]. Ceci
dit, est ce que les mutations somatiques qui donne un avantage de croissance ont un lien

avec le biais de I'ICX ?

Notre groupe a jou¢ un rdle tres important dans I’investigation des causes génétiques et
non génétiques du biais de I’ICX. Busque et al. ont été intrigués par le fait que le biais de
I’ICX était plus fréquent chez les cellules myéloides que chez les cellules T ou les cellules
buccales et par le fait que le biais de I’'ICX est dépendant de I’age (54) . Busque et al. ont
émis 1'hypotheése que le biais de I’'ICX était probablement multifactoriel et que certains

individus pourraient acquérir une mutation qui induit I’hématopoicse clonale. Pour tester
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cette hypothese, Busque et al. ont recruté 2292 femmes de 37 a 101 ans d'origine
canadienne-francaise sans aucun trouble hématologique connu. La cohorte comprenait
1734 individus appartenant a 311 familles et 558 personnes non apparentées. Ils ont
d’abord décidé d’analyser a l'aide du séquencage d’exome ’ADN de 3 femmes agées
présentant un biais de ’ICX connu dans leurs cellules myéloides et leurs cellules T
polyclonales. Ils ont identifi€¢ dans une de ces 3 femmes des mutations somatiques dans
TET2, DNMT3A et SLC39A12 (4). L'extension de l'analyse aux différents groupes d'age
a conduit a I’identification des mutations somatiques de faux-sens, de non-sens et du
décalage de cadre de lecture de TET2 dans I'ADN des polynucléaires neutrophiles (PMN).
Ces mutations n’étaient pas présentes dans les cellules lymphocytaires ou épithéliales dans
10 des 179 (5,6%) sujets agés avec un biais de I’'ICX, aucun sur 105 sujets agés sans biais
de 'ICX, et aucun des 96 sujets plus jeunes avec un biais de 'ICX. Les parameétres
hématologiques des individus qui ont une mutation sur 7E72 ne différaient pas de leurs
homologues du méme age. Cette étude a été la premiere a signaler qu'une mutation acquise
dans un gene associé au cancer myéloide, TET2, dépend de 1'age et est compatible avec une
hématopoic¢se normale (4) . Busque et al. ont également suggéré qu'une mutation acquise
dans un gene conducteur est un petit contributeur a 1’acquisition du biais de ’'ICX dans la
population générale. C’est justement ce point important qui sera adressé dans cette these
apres avoir observeé le lien possible entre le biais de ’ICX et les mutations somatiques

acquises.

Une autre étude de Laurie ef al. a rapporté un mosaicisme clonale dépendant de 1'age dans

les grandes anomalies chromosomiques en utilisant des données de bio-puces de SNP chez
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plus de 50 000 personnes recrutées pour une études d'association pangénomique (GWAS).
IIs ont démontré que le mosaicisme clonal a été détecté chez 2% a 3% des personnes agées
de plus de 50 ans versus 0,5% chez des personnes agées de moins de 50 ans. Des
caractéristiques de nombreuses anomalies de la mosaique clonale sont également
retrouvées dans les cancers hématologiques comme la suppression de régions communes
de geénes associés a ces cancers (79). Une étude similaire de Jacobs et al., ou 31 717 cas de
cancer et 26 136 individus sans cancer provenant de 13 études de GWAS ont ét¢ analysés,
a observé de grandes anomalies chromosomiques dans un sous-ensemble de clones dans
I'ADN obtenu a partir d'échantillons de sang ou des cellules buccales (80). Par ailleurs, une
autre ¢tude par Forsberg et al. ont démontré une accumulation des différentes variantes
dans les génomes nucléaires in vivo dans des cohortes stratifiées selon 1'dge chez 318
jumeaux monozygotiques et chez 296 individus célibataires. Ils ont aussi observé des
régions récurrentes et des mutations sur des geénes spécifiques ou la plupart de ces

mutations sont des délétions (81).

En 2014, trois groupes ont rapporté un ensemble d’analyse de données d'exome d'ADN
provenant de grandes cohortes ou ils ont observé la présence des mutations dépendantes de
I'age dans des genes clés (82) (83) (84). Bien que ces trois cohortes aient des critéres
d'inclusion différents (cancer non hématologique, troubles psychiatriques ou maladies
cardiovasculaires), ils ont toutefois identifi¢ un ensemble similaire de genes, suggérant un
phénomene universel i€ a 1'age. Ainsi, plus de 70 genes différents ont été identifiés. Ceux
qui étaient les plus fréquemment mutés étaient les modificateurs épigénétiques DNMT3A,

TET?2 et ASXL1, surnommés les mutations DAT. Les données prospectives disponibles pour
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deux de ces études ont révélé que les individus atteints d'hématopoiese clonale avaient un
risque accru d'environ 10 fois de développer un cancer hématologique (84) (6). Le risque
relatif de mortalité était modeste a 1.4. Cependant, I'hématopoiese clonale était associée a
un risque accru d'évenements cardiovasculaires (85). Ceci suggere qu’il pourrait y avoir un
lien fort entre les mutations somatiques acquises et la possibilit¢ de développer des
maladies cardiovasculaires. Pour bien clarifier les différentes nomenclatures utilisées,
I'hématopoicse clonale li¢e a ’age (ARCH) fait référence a 1’expansion sans rapport avec
le type de mutation (86) tandis que le CHIP est causé par une mutation chez un gene
conducteur a un VAF > 2% (87). Notre équipe a aussi rapporté l'analyse d'une grande
cohorte de 2530 individus normaux agés de 55 a 101 ans en utilisant une approche plus
sensible qui cible les génes CHIP (88). Buscarlet ef al. ont documenté une forte prévalence
de mutations et une prépondérance encore plus élevée pour les mutations dans DNMT3A
ou TET2 qui sont des génes essentiels a la méthylation et la déméthylation de I'ADN. La
taille du clone, c’est-a-dire le VAF, était significative dans une grande proportion
d'individus affectés. Le VAF moyen était de 14,3% ce qui correspond a 28,6% des cellules
provenant de cellules souches mutées. Prés de la moiti¢ de la cohorte mutée (48,7%) avait
un VAF > 10%. Or, il n'y avait pas de différences significatives dans les parameétres des
cellules sanguines, par exemple le nombre des cellules, entre les mutants et les controles.
Les modeles de restriction de la lignée DNMT3A sont compatibles avec des cellules
souches pluripotentes alors que les mutations TET2 se produisent principalement dans les
cellules my¢loides et parfois dans les cellules B (89). Plus inquiétant pour notre

compréhension actuelle des lésions pré-malignes, Young ef al. ont rapporté des mutations
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dans TET2 ou DNMT3A a de tres basses fréquences chez 95% des individus agés de 50 a

60 ans, suggérant que ces mutations sont presque omniprésentes apres S0 ans (90).

1.2.6 Les mécanismes des mutations les plus fréquentes DAT

1.2.6.1 TET2 and DNMT3

La méthylation et la déméthylation de I'ADN jouent un role essentiel dans la régulation des
genes et dans la formation de l'identité cellulaire. La méthylation, en particulier au niveau
des promoteurs, est généralement considérée comme une marque répressive. Par contre la
déméthylation est généralement considérée comme une marque d’activation de gene. Au
ceeur de ce processus de régulation se trouvent les enzymes responsables de 1'établissement
des marques de méthylation et de la déméthylation, ' ADN méthyl transférase (DNMT) et
la famille des dix-onze translocations (TET), qui sont capables d'éliminer ces marques. En
général, le DNMTT1 est considéré comme ayant un role dans le maintien des marques de
méthylation établies, tandis que le DNMT3A / B est responsable de 1'établissement des
marques de méthylation de novo (Figure 6, page 29) (91). Les trois membres de la famille
TET, TET1, TET2 et TET3 sont des méthylcytosine dioxygénases principalement
responsables de la catalyse de la conversion de la SmC en 5-hydroxyméthylytosine (5ShmC)
et a des évenements d'hydroxylation ultérieurs (92). La perte de TET2 est associ¢e a
I'hyperméthylation de I'ADN, tandis que les mutations de perte de fonction dans 'ADN
méthyltransférase 3A (DNMT3A) sont associées a I'hypométhylation. Cette association
persistent dans la transformation maligne (93) . Alors que d'autres membres de la famille

TET et DNMT sont capables de catalyser ces réactions, TET2 et DNMT3A restent les
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principaux membres de la famille qui sont mutés dans les cancers hématologiques (94) , et

les geénes les plus fréquemment mutés dans I’HC (95).

Les conséquences de la perte de fonction de DNMT3A ont été reportées par des études
mécanistiques chez la souris. Le knock-out complet de Dnmt3a et Dnmt3b chez la souris,
et donc 1'élimination de la méthylation de 'ADN de novo, a conduit a une réduction de
l'auto-renouvellement de CSH, mais sans biais dans l'engagement de lignage (96). Des
¢tudes ont révélé que, avec le temps, la perte de Dnmt3a seule était suffisante pour entrainer
I'expansion des cellules souches, conduisant inévitablement au développement de
leucémies lymphoides et myé¢loides. Ces leucémies présentent une hypométhylation
globale avec des altérations des lignées cellulaires spécifiques (97). Pour comprendre le
role de la méthylation dans ’HC, Spencer ef al. ont effectué¢ un s€quencage au bisulfite du
génome entier du sang d'un patient de 9 ans qui possédait une mutation de la lignée
germinale DNMT3A-R882H (98). Ils ont trouvé une hypométhylation similaire a celle des
patients atteints de LMA par rapport a un frére ou une sceur en bonne santé. Malgré les
mises en garde concernant la nature germinale de la mutation et 1'dge du patient, ces
données suggerent que le modele d'hypométhylation, trouvé dans la LMA ou DNMT3A est
muté, précede le développement leucémique et peut jouer un rdéle dans la progression de

I’HC (98).

Contrairement a la perte de DNMT3A, les mutations de perte de fonction TET2 sont
associées a une hyperméthylation. Des études chez la souris utilisant un mutant de perte de

fonction TET2 ont démontré une expansion des cellules Lin™ Scal” cKit" (LSK) avec une
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diminution des niveaux de ShmC (99). Notre équipe a démontré que chez les individus
sains qui sont HC, le rapport de ShmC/5mC correspondait avec TET2 VAF, de sorte que
le VAF supérieur conduit a une baisse de ShmC. Ceci soutient la prévalence de ces
processus biochimiques chez I’humain (88). Par contre, les mécanismes exacts par lesquels
la perte de fonction de TET?2 entraine une augmentation de 1'expansion des cellules souches
restent inconnus. Une étude suggere que la perte de SmC et les augmentations de ShmC
sont associées a la différenciation, ce qui indiquerait que 7E72 joue un role essentiel dans
le développement des érythrocytes en régulant les génes spécifiques de la lignée via la

déméthylation oxydative de 'ADN par TET2 (3, 100).

1.2.6.2 ASXL1

En plus de la régulation de la méthylation de 'ADN décrite ci-dessus, la régulation
épigénétique des histones par des modifications post-traductionnelles est un autre
régulateur majeur de 1’expression génique et du fonctionnement des cellules (101). Le
complexe répressif polycomb (PRC) présente un intérét particulier compte tenu de son rdle
dans la biologie des cellules souches (102). ASXL/ est 1'un des trois homologues
mammiferes du gene de la drosophile Asx, membre du PRC, qui présente ses effets a travers
deux PRC différents. Le complexe PRC2 catalyse la méthylation de la lysine 27 du I'histone
H3 (H3K27me3), une réaction qui est exécutée par les méthyltransférases EZH1 et EZH2.
Pendant ce temps, le complexe PRC1 se lie a H3K27me3 par la protéine CBX et catalyse
l'ubiquitination de la lysine 119 sur 'histone H2A (H2AK119ub) (103). Ces deux marques

conduisent a une répression de la transcription et a la formation d'un état
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d'hétérochromatine a plusieurs locus a travers le génome, y compris les genes Hox (104).

(104) (3).
DNMT3A
CHs ><
CpG 5mC
TET2
CH20H J
CpG 5hmC
PRC2
EZH2
ASXL1 H3K27me3
x
CpG
Figure 6: Régulateurs épigénétiques de 'hématopoiese clonale (adaptée de (3))

Schéma de DNMT?3A catalysant la méthylation de CpG (®). TET2 générant ShmC (°).
ASXL1 générant une triméthylation H3K27 (¢) en recrutant le membre du complexe
PRC2 EZH2.
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1.3 L’étiologie de ARCH/CHIP

1.3.1 L’impact de la prédisposition génétique sur la progression des mutations

dans les CSH

Les facteurs, autres que le vieillissement, qui prédisposent a 1'acquisition et a la progression
de ces mutations sont jusqu'a présent moins connus (Annexe 2, Figure 2, page 164). La
prédisposition génétique a été rapportée dans plusieurs cancers, y compris les NMP qui
partagent plusieurs mutations en commun avec I’HC. Dans les NMP, il existe une
prédisposition génétique a acquérir les mutations JAK2 V617F conférées par un haplotype
germinal (105) (106). Des études de GWAS dans des groupes familiaux de NMP ont
identifi¢ un certain nombre de variantes génétiques associées a un risque accru de
développer un NMP clonal. L'association la plus forte découverte a ce jour est la présence
de l'haplotype JAK2 46/1. Aussi, de nombreuses études ont trouvé des variantes
supplémentaires dans d'autres génes, notamment dans le géne de la transcriptase inverse de
la t¢lomérase (TERT) (107). Pour ce qui concerne I’HC, Zink ef al. ont trouvé une délétion
germinale dans l'intron 3 du géne TERT qui prédispose a I’HC. Notre équipe Buscarlet et
al. ont aussi démontré pour la premicre fois, I'héritabilit¢ des mutations a 1’aide d’une
cohorte de fratrie. Ils ont identifié¢ un risque familial significatif de 2,7 pour les mutations
TET2 mais pas pour DNMT3A4. La mutation 7ET2 montre une agrégation familiale
suggérant un locus prédisposant (95). L’étude importante de Thompson ef al. a documenté
une contribution génétique significative a la perte de cellules sanguines du chromosome Y
associée a l'age chez les hommes, une situation qui partage plusieurs similitudes avec I’HC

puisque la perte du chromosome Y est une forme de mosaicisme clonal qui a été associce
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au développement du cancer (108) et des évenements cardiovasculaires (109). En plus des
facteurs génétiques, le microenvironnement des CSH joue un rdle important dans la

clonalité des cellules malignes.

1.3.2 Lerole de Pinflammation dans PHC

Le microenvironnement des CSH est un autre facteur qui a suscité un grand intérét dans la
pathogenese de ’ARCH. En fait, Vas ef al. ont rapporté que le microenvironnement
vieillissant influence la clonalité¢ des cellules malignes de maniere indépendante du CSH
et peut donc également contribuer a I'ARCH (110). L'association de CHIP avec des
maladies cardiovasculaires (84) (111) et pulmonaires chroniques (112) (95) souléve la
possibilité que 1'inflammation chronique associée a 1'age (113) peut €tre un dénominateur
clé commun entre ces conditions médicales et 1'émergence de I’HC. Il existe des preuves
suggérant qu'un milieu pro-inflammatoire favorise les cellules souches mutées. Par
exemple, les cellules souches de la leucémie myéloide chronique (LMC) ont une
expression accrue du récepteur de l'interleukine (IL) -1 et une sensibilité a 1'lL-1 par rapport
aux CSH normales et elles sont donc favorisées dans un environnement inflammatoire
(114). Abegunde et al. ont découvert qu'un environnement pro-inflammatoire soutenu par
le TNF-alpha favorise I'expansion des clones mutants Tet2 chez la souris (115). On ne sait
actuellement pas si l'inflammation favorise l'hématopoiése clonale indépendamment
d'autres conditions médicales associées a 1'age ou si elles sont liées d'une maniere ou d'une
autre. Plus intéressant, une autre ¢tude a démontré que les cellules myéloides mutantes
Tet2 ont une capacité déficiente a résoudre l'inflammation causée par une production

accrue d'IL-6 (116) et les souris déficientes en Tet2 sont prédisposées a l'athérosclérose
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(117). Récemment, Meisel et al. ont constaté que la myéloprolifération pré-leucémique
n'était observée que chez les souris déficientes en Tet2 (Tet2 - / -) avec un
dysfonctionnement de leur petite barriere intestinale associée a une translocation
bactérienne et a une production accrue d'IL-6. La myéloprolifération pré-leucémique n’a
pas ¢té développée chez les souris Tet2 - / - germe-free traitées aux antibiotiques et la
neutralisation de la myéloprolifération pré-leucémique par IL-6 a inversé la tendance anti-
inflammatoire, ce qui suggere qu'une intervention anti-inflammatoire peut empécher
l'expansion clonale (118). De plus, les cytokines pro-inflammatoires sont impliquées dans
la pathogenése des SMD et sont en cours d'évaluation comme cibles thérapeutiques

potentielles (119).

Chez I'homme, Jaiswal et al. ont constat¢ que chez les patients atteints de CHIP et de
maladies cardiovasculaires, les niveaux d'IL-8 étaient plus €levés dans un sous-ensemble
de patients porteurs de mutations TET2 (85). Cook et al. ont rapporté des niveaux accrus
d'IL-6 et des comorbidités plus grandes chez les patients atteints de CHIP (120). Plus
récemment, notre équipe Busque et al. a découvert dans une cohorte de 1887 personnes de
plus de 70 ans que les porteurs de CHIP avaient des niveaux 21% plus ¢élevés de CRP a
haute sensibilité que leurs homologues non porteurs (eb = 1,21, intervalle de confiance a
95% [IC]: 1,08 —1,36, p = 0,001), confirmant davantage I'association entre I'inflammation
et CHIP (ANNEXE 3, page 176) (121). En conclusion, ces ¢tudes soutiennent I'hypothese
que l'inflammation favorise l'expansion clonale initiale des CSH mutées et accélere la

transformation maligne et le développement de leucémie.
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Les causes potentielles d'ARCH discutées jusqu'a présent s'appliquent a la population
vieillissante normale. Cependant, dans certaines conditions iatrogenes, une sélection et une

expansion clonale peuvent se produire, ¢’est-a-dire dans le cas d'exposition génotoxique.

1.3.3 L’impact de ’exposition écotoxique

Les analyses clonales du sang de patients qui ont développé une LMA liée au traitement
(t-LMA) ont contribué a ¢lucider la physiopathologie de ces complications. Des mutations
spécifiques tels que TP53 ou PPMI1D peuvent conférer au CSH une résistance au stress
génotoxique tel que la chimiothérapie ou la radiothérapie et favoriser 1’expansion. Ces
mutations peuvent conduire au développement de la t-LMA (122) (123) (124). Récemment,
une ¢tude génomique sur une grande cohorte de patients a révélé que les mutations TP53
et PPMI1D étaient enrichies dans les SMD induits par le traitement par rapport aux SMD
primaires, offrant des preuves a l'appui que les clones hébergeant ces mutations se
développent sous pression sélective induite par le traitement. Ces ¢tudes suggerent que le
stress génotoxique exogene sélectionne des clones naturels qui hébergent des mutations
conférant une résistance a ces agents toxiques. Cependant, la valeur prédictive des
mutations pour cette complication rare peut €tre spécifique de certains génes, comme 7P53

et PPM1D, et ne pas étre la méme pour d'autres geénes, comme 7TET2 par exemple (122).

1.3.4 L’impact de Pattaque du systéme immunitaire

L'attaque immunitaire de CSH favorise la sélection de cellules avec un profil mutationnel
différent de celui du vieillissement ou du stress génotoxique. Chez les patients plus jeunes,
cela inclut des mutations dans les délétions PIGA, BCOR / BCORLI et HLA. Chez les
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individus plus agés, des mutations dans DNMT3A et ASXLI sont également documentées,
par contre les mutations 7E72 sont sous-représentées (123). Des mutations liées a ' ARCH
ont ¢galement ¢t¢ identifiées dans le contexte des syndromes d'insuffisance médullaire
(125). Le schéma des mutations identifi¢ées dans 'anémie aplasique présente certaines
différences avec le schéma observé dans la population vieillissante. L'anémie aplasique est
une maladie qui touche la moelle osseuse, ou la formation des cellules du sang (globules
rouges, globules blancs et plaquettes) est trés diminuée en raison d'une destruction des CSH
dans la moelle osseuse. Les patients atteints d'anémie aplasique présentent une prévalence
¢levée de mutations (45%) qui peuvent étre sous catégorisées comme des mutations plus
spécifiques de l'anémie aplasique (PIGA, BCOR et BCORLI) et d'autres mutations
classiquement documentées dans ARCH (DNMT3A4 et ASXLI). En effet, l'incidence des
mutations DNMT3A et ASXLI augmente avec 1'dge tandis que les mutations PIGA et
BCOR/BCORLI sont présentes dans tous les groupes d'adge (126). Les mutations PIGA et
BCOR/BCORLI ont ¢été associées a une réponse accrue a l'intervention
immunothérapeutique tandis que les mutations ARCH classiques ont été associées a une
moindre sensibilité. Il semble que, selon la mutation spécifique, certaines peuvent favoriser
I'évasion de Il'attaque immunitaire tandis que d'autres peuvent favoriser 1'auto-

renouvellement du CSH (122).
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1.3.5 Sommaire des causes de biais de ’'ICX

Secondary cell selection

Hemizygous
Primary non-random XClI cell selection
» Limited number of XCl initiating Acquired
cells - mutation
* Genetic factors .
) Etiology of
* Cell selection "1 XCI Skewin
» Variation in tissue specific 9| Hematopoietic
selection pressure N stem cell
» Trisomicrescue depletion
Aging
Figure 7: Sommaire des causes de biais de I'ICX

1.3.6 Sommaire des données scientifiques

Les points principaux a retenir de cette revue de littérature est : (i) ’'importance des études
de clonalité sur I’évolution de I’oncologie moderne, (i1) la découverte du ICX, son rdle
dans les études de la clonalité, le mécanisme de son inactivation et les méthodes permettant
de le mesurer, (ii1) ’analyse de ’ICX dans la population normale et la découverte du biais
de ICX, (iv) I’¢tiologie du biais de I'ICX, (v) le réle des mutations somatiques
ARCH/CHIP dans la population normale et son role avec le biais de ICX, et (vi) I’étiologie

de ARCH/CHIP.

-35.-



1.4 Projets de recherches

Le développement d’une maladie implique souvent des processus dynamiques qui
commencent des années ou des décennies avant l'apparition clinique. Dans de nombreux
cas, cependant, le processus de pathogenese n'est détecté qu'apres que le patient ne présente
des symptomes qui conduisent a une maladie cliniquement apparente (127). Le cancer se
développe en raison des effets combinés de multiples mutations somatiques, qui sont
acquises a des moments différents de la vie (128). Dans certains modeles de développement
du cancer, des mutations précoces conduisent a des expansions clonales par des cellules
souches ou d'autres cellules progénitrices (129). De telles expansions clonales augmentent
considérablement la probabilit¢ que des mutations coopérantes ultérieures surviennent
dans des cellules qui contiennent déja les mutations initiatrices précédentes (84). Le fait
que les cellules soient clonales signifie qu'elles sont dérivées d'un seul précurseur qui a
subi une mutation somatique. La clonalité est une description de la lignée ainsi que
I'homogénéité¢ du tissu testé. Ces aspects de clonalit¢ peuvent étre observés dans
I'acquisition d'anomalies cytogénétiques sur la transformation leucémique dans la
my¢lofibrose avec métaplasie myéloide (130) Pour comprendre la pathogencse des
maladies prolifératives, il est important de savoir dans quelle mesure les expansions
clonales se produisent et précedent le cancer (127). La dynamique des populations des
cellules souches hématopoiétiques peut précéder de nombreux cancers hématologiques, y
compris les NMP (131), les SMD (132), et la LMA (133, 134). Par exemple, chez certains
patients, les cellules souches portant un ensemble des mutations présentes dans les cellules

cancéreuses sont capables de survivre a la chimiothérapie ; par la suite, ces cellules
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acquicrent de nouvelles mutations, déclenchant une rechute (135-137). Cela suggere que
des expansions clonales de cellules souches peuvent avoir existé avant le développement

du cancer (84).

La découverte du principe de base selon lequel le cancer est clonal est étroitement reli¢e a
I’évolution de méthodes suffisamment sophistiquées pour déterminer de fagon précise
I’expansion clonale des cellules (138, 139). Une des premicres méthodes qui a prouvé la
clonalité est ’ICX chez les femmes saines (15, 16, 32). Le développement des études de
clonalité a joué un role déterminant en médecine et en hématologie. Ces ¢tudes ont été
utilisées pour établir I'origine unique des tumeurs et pour différencier les états non malins
des états malins (140). Plus important encore, elles ont été utilisées pour ¢€lucider la

hiérarchie hématopoiétique (141, 142).

Tel que décrit précédemment, ’ICX est un processus qui se déroule lors du développement
embryonnaire chez la femme ou 1'un des chromosomes X est inactivé dans chaque cellule.
La descendance ultérieure de chaque cellule conserve le méme chromosome X inactivé, ce
qui résulte en un organisme qui est une mosaique de cellules exprimant les genes du
chromosome Xp ou Xm (Figure 1, page 6). L’ICX est un processus stochastique puisque
le fait qu'une cellule germinale et sa progéniture expriment Xp ou Xm dépend du hasard
(84). L’hypothése retenue est que le ratio de I’ICX entre les alleles des geénes liés au
chromosome X entre le Xp et le Xm est de 1:1. Si une déviation significative du ratio de

I’ICX se présente, ceci signifie qu’il y a un biais de 'ICX ou la plus grande part de
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I’expression des geénes provient d’un seul allele Xp ou Xm (Figure 8, page 38, Modéle

explicatif de l'initiation du biais de 1'CX selon 1'age) (54-56).

Embryonic Phase

19X paduejeg

Hemizygous |
Cell Selection

Random XCI

19X PamMayS

Mutation
(ARCH)

Genetic
Predisposition

Primary XC| Skewing

Figure 8: Modgéle explicatif de l'initiation du biais de 1'ICX selon 1'age
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Dans cette these nous avons é¢élaboré deux projets différents mais qui permettent
d’approfondir nos connaissances sur I’impact du vieillissement sur I’HC chez 1’humain
dans le but de mieux comprendre le role des composants génétiques et des mutations

somatiques. Ces projets sont :

*  Chapitre 2 : Etiology of skewing of X-chromosome inactivation ratios occurring
in blood cells of aging women. Sami Ayachi, Sylvie Provost, Marie-France Gagnon,
Robert Mio, Manuel Buscarlet, Rene Fouodjio, Luigina Mollica, Marie-Pierre Dubé,
and Lambert Busque (article en soumission a Leukemia)

* Chapitre 3 : Déterminants de la pénétrance oncogénique de la mutation de TET?2

chez les individus ageés.

1.4.1 Mise en contexte

Notre laboratoire s’intéresse au vieillissement de 1’hématopoiese chez ’humain. Des
études menées il y a 25 ans ont démontré que la clonalité, tel que démontré par I’ICX chez
les femmes s’accroit avec 1’age (54). Phénomene intriguant pouvant étre expliqué par
plusieurs causes dont (i) la sélection hémizygote (les cellules avec un des deux X parentaux
dans I’état actif dominent 1’autre population) et (ii) ’acquisition de mutation donnant un
avantage de croissance (TET2, DNMT3A, ASXLI, etc.). Ces deux causes sont
completement différentes. La premicre étiologie est génétiquement prédéterminée et la
seconde est acquise dans les cellules somatiques de moelle osseuse (Figure 8, page 38,

ANNEXE 2, page 155) (4, 70).
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1.4.2

Hypothése

L’hypothese formulée pour ce projet de recherche est que le biais de I’'ICX dans les cellules

sanguines des femmes vieillissantes est causé par deux phénomenes, la sélection

hémizygote et les mutations somatiques acquises.

1.4.3

Objectifs

Les objectifs de cette these consistent a :

1-

Identifier la corrélation entre le biais de 'ICX et le vieillissement dans des tissus
spécifiques.

Identifier la corrélation entre le biais de I’ICX et les mutations somatiques acquises
et évaluer I'impact de CHIP sur I'ICX.

Identifier une cohorte d'individus sans mutation somatique pour tester 1'héritabilité
du trait de biais.

Effectuer une analyse GWAS et par liaison génétique pour identifier le SNP associé

au trait de biais de I’ICX.
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CHAPITRE 2

Article

ETIOLOGY OF SKEWING OF X-CHROMOSOME INACTIVATION RATIOS
OCCURRING IN BLOOD CELLS OF AGING WOMEN
Sami Ayachil’3 , Sylvie Provost4, Marie-France Gagnon]’z’3 , Robert Miol, Manuel

1,2,3

Buscarlet', Rene Fouodjio®, Luigina Mollica'*, Marie-Pierre Dubé**, and Lambert

1,2,3
Busque %

'Research Center, “Hematology Division, Hopital Maisonneuve-Rosemont, *Université
de Montréal, Montréal, Canada, *Beaulieu-Saucier Pharmacogenomics Center, Montreal

Heart Institute, Montréal, Canada.

{|Contributed equally to this work; *Corresponding author.

Article en soumission a Leukemia
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2. ETIOLOGY OF SKEWING OF X-CHROMOSOME INACTIVATION RATIOS
OCCURRING IN BLOOD CELLS OF AGING WOMEN

Cet article met en lumiére la contribution des mutations somatiques acquises et la sélection

hémizygote dans I’initiation du biais de I’'ICX chez les femmes vieillissantes.

Contributions détaillées de chacun des auteurs :

Jai effectué la majorité des expériences dans cet article, soit environ 80%. Robert Mio a
effectué les premiers tests de HUMARA (environ 20%), ce qui a permis de démarrer le
projet. J’ai effectué le plan des analyses statistiques, les plans pour les expériences du
GWAS et de liaison génétique et j’ai particip¢ a la réalisation de I’expérience de GWAS et
de liaison génétique. Sylvie Provost, René Fouodjio et Marie Pierre Dubé ont réalisé les
analyses statistiques, les analyses bioinformatiques du GWAS et de liaison génétique. J’ai
¢galement participé a I’interprétation des résultats. J'ai participé a la rédaction de 1’article,
plus précisément a la partie "matériel et méthodes", aux légendes des figures, et j’ai fait les
figures. Manuel Buscarlet a participé dans la collecte des données. Marie-France Gagnon
et Luigina Mollica ont participé a I’interprétation et la rédaction de I’article. Dr Lambert
Busque a effectué la conception et le design des expériences, I’analyse et 1’interprétation

des résultats, la rédaction de I’article et a supervisé toutes les étapes du projet.
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2.1 Abstract

Women are mosaics of two populations of cells differentiated by parental expression of
alleles of the X-chromosomes (15). Skewing towards one or the other population occurs in
aging women (54, 143). Germline variants causing hemizygous cells selection and/or
clonal hematopoiesis (CH) are hypothesized as etiology of skewing. We investigated
skewing in a cohort of 2172 women from 321 families and 824 unrelated individuals. We
analyzed X-chromosome inactivation (XCI) ratios at the HUMARA locus in epithelial
cells, neutrophils, monocytes, T cells, and B cells. We genotyped the cohort to looked for
germline variants and sequenced CH’s associated genes. Skewing was more prevalent in
myeloid cells (41%), intermediate in T cells (22.5%) and lowest in epithelial cells (14.3%).
Sibship analyses demonstrated heritability of skewing (H*: 0.20-0.31, p<10). Linkage
studies identified a region at Xql2 for skewing occurring in T cells (LOD score 4.8),
suggesting a hemizygous cell selection process. We identified a region at 1g21 for skewing
in neutrophils (LOD score 6), suggesting epistasis with X-linked genes. CH was also
documented but accounted only for a small proportion of the skewing trait except in the
very old. We conclude that age-associated skewing (AAS) of XClI ratios is predominantly

caused by genetically-driven lifelong selection processes.

Key words: X-chromosome inactivation; skewing; aging; hematopoiesis; heritability;

hemizygous cell selection; CHIP; GWAS; linkage.
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2.2 Introduction

In 1961, Mary Lyon proposed that each X-chromosome in excess of one is randomly
inactivated in cells of the developing female embryo (15). Therefore, following X-
chromosome inactivation (XCI), females are mosaics with two cell populations expressing
either alleles of maternal (Xm) or paternal (Xp) origin. Analysis of XCI ratios between Xp
and Xm and its deviation (skewing) toward one parental allele has allowed to gain valuable

insight into clonal disorders or carrier states of X-linked genetic disorders (reviewed in

(1)

Interestingly, an increased frequency of XCI skewing has also been documented in healthy
aging women (54, 143), reaching ~40% in women aged 60 or more (54), and 67% in
centenarians (144). A number of mechanisms have been put forward to explain age-
associated skewing (AAS), including mutation-driven clonal hematopoiesis, stochastic
clonal dominance, and genetic predisposition (144-147). The latter has been supported by
several observations, including a strong correlation in the degree and direction of skewing
between monozygotic (MZ) twins (148), a greater concordance in the direction of skewing
in MZ than dyzogotic (DZ) twin pairs (72). Kristiansen et al. (144) recently confirmed
these observations is cohorts of MZ and DZ twins pairs of different age groups supporting
a genetically dependent selection of blood cells with aging. Zito et al. reported significant
heritability of skewing in blood cells of older but not in younger twins, and not in other
tissues indicating that the selection process may be blood cells specific and takes several

decades to manifest (149).
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Abkowitz et al. (150) provided further evidence for an X-linked genetic component to AAS
of blood cells in aging cats. They analyzed the blood cells of female Safari cats (first-cross
hybrids between Geoffroy and domestic cats) and showed that XCI was random in young
cats, but skewed in 67% of older cats with consistent bias towards the Geoffroy allele (150)
indicating a hemizygous cell selection process. However, no groups have identified

genomic region(s) or candidate genes responsible for the selection process.

Importantly, hemizygous cell selection is a polyclonal process as all cells with the same
parental X in the active state will be affected. In contrast, AAS can also be caused by
acquisition of a somatic mutation conferring a clonal growth advantage, as we have
demonstrated in a small subset of elderly women with skewing that harbored mutation in
the TET2 gene (4). CH is a phenocopy of hemizygous cell selection in regard to XCI
measurement. Fortunately, it is now possible to identify subjects with CH to better

phenotype subjects for analysis.

Deciphering the different etiology of AAS is a daunting task as it is multifactorial, age-
dependent, and limited to women. In this study, we used a genomic approach in a cohort
of nearly 3000 women including 321 families and unrelated subjects of French ancestry
from Quebec, and identified for the first time evidences for germline and acquired genetic

contribution to the trait.
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2.3 Materials and Methods

Subjects

The study population included 3002 related and unrelated women of French ancestry
recruited from the general community in the province of Quebec, Canada. Six women were
excluded (active cancer, three X chromosomes), leaving 2996 active subjects. The family
cohort comprised 2172 women from 321 families, aged between 30 and 101 years (mean
63.5 = 10.5 years). Families had 3-12 female siblings (mean 5.3, median 5). In 68 families,
the mother was also recruited. The unrelated cohort comprised 824 women with an
average age of 73.5 = 9.0 years (range 50 to 100 years). All women answered a medical
questionnaire and gave an informed consent. The study was approved by the Maisonneuve-

Rosemont Hospital’s Ethics Committee.

Specimens

Blood cells were obtained by venipuncture. Buccal epithelial cells (BC) were obtained
using a cotton and paper swab (Whatman Bioscience, NJ, USA). Complete blood counts
were obtained from a GenS automated cell counter (Beckman Coulter, CA, USA). Blood
cells were separated into polymorphonuclear (PMN) and mononuclear fractions by
standard density gradient centrifugation (Ficoll-Paque, GE Healthcare, NJ, USA).
Fluorescence-activated cell sorting (FACS) was used to isolate T cells (CD3+), B cells
(CD19+), and monocytes (CD14+) from the mononuclear cell fraction (FACStar-plus,
Becton Dickinson, CA, USA). As interim analysis of all blood cell types from 1144

subjects from the family cohort showed that PMNs and T cells presented the most
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discordant XCI ratios, only these two blood cell types were analyzed for the remainder of

subjects. DNA and RNA were isolated from cells as previously described (151).

XCI ratio determination

HUMARA assay

HUMARA assay was performed as initially described (46) with minor modifications (151).

XCI scores.

1. Degree of skewing (DS) score. This score expresses the deviation from a theoretical 50%
XCl ratio between Xp and Xm, and ranges from 0 (no skewing) to 0.5 (complete skewing).
Individuals with a DS score> 0.25 are qualitatively categorized as skewed. A DS of 0.25
corresponds to a 3:1 ratio between Xp and Xm, and this threshold has been widely used in
the literature to define skewing.(44, 54-56, 152, 153) The DS does not provide insight into

the direction of skewing (Xp vs Xm).

2. Proportion of cells presenting the superior HUMARA allele (greater number of CAG
repeats) on the active X chromosome (Psup) score. Psup specifies the direction of skewing
as females have the same superior allele in all cells. Psup can be used to establish intra-
individual skewing correlations. Psup is also a surrogate and partial indicator for parental
origin of X chromosome when comparing sibs from the same family for heritability,
genome wide association studies (GWAS) or linkage analyses. However, Psup cannot
ascertain the parental origin of X chromosomes in sisters that have inherited different

maternal X chromosomes.
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The formulas used to calculate skewing scores are available in Supplemental Material 1.

Myeloid gene sequencing to identify clonal hematopoiesis of indeterminate potential
(CHIP)

PMNs were sequenced at high coverage on an lon Proton sequencer (Thermo Fisher
Scientific) using the Ampliseq AML panel, as previously described (95). The AML panel
covers the following 19 genes which are recurrently mutated in myeloid cancers: DNMT3A,
TET2, ASXL1, TP53, JAK2, BRAF, CBL, CEBPA, FLT3, GATA2, IDHI, IDH2, KIT, KRAS,
NPM1, NRAS, PTPNI11, RUNXI, and WTI (95). Each sample was sequenced at a minimum
of 4000x mean coverage (corresponding to 95% >500x). CHIP was considered present if

the Variant Allele Fraction (VAF) was = 2%.

Genotyping for GWAS and Linkage analyses

Genome-wide genotyping was performed on 2996 individuals using 200ng of their
genomic DNA. The Illumina Infinium Global Screening Array v3-MD (Illumina, San
Diego, CA) including 700,625 genomic markers was used and processed according to the
manufacturer's specifications. Imputation was performed using IMPUTE2 (v2.3.2) and
phasing was performed using the SHAPEIT?2 algorithm (v.2r790) using the 1000 Genomes
reference data released on June 16 2014 including all population samples (distributed
through the IMPUTE2 web site).(154-156) A total of 11,345,359 genetic variants with
imputation probability of >0.80 and completion rate of >98% were obtained. For GWAS

analysis, a total of 4,499,752 genetic variants with minor allele frequency (MAF) >5%
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were included. The reference genome GRCh37 (hg19) was used for SNP positions. Details

of data cleanup and imputation are presented in Supplemental Material 1.

Statistical analyses for descriptive variables

Descriptive statistics were performed using SAS 9.4 (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA).
We excluded outliers as defined by values falling outside of mean = 4xSTD. Normality of
each continuous endpoint (without outlier) was evaluated prior to the statistical analysis
using the Kolmogorov-Smirnov test at a 5% significance level. As continuous traits did not
follow a normal distribution, inverse normal transformation was performed. Generalized
linear regression models were adjusted for age and family when appropriate. Bonferroni

correction was applied for multiple testing.

Heritability
Heritability in nuclear families was evaluated using SOLAR Eclipse version 8.4.2
(General). Mega2 version 5.0.0 was used to produce files in SOLAR format. The heritability

of skewing was evaluated in 1734 women belonging to 311 families from the family cohort.

Genome Wide Association Studies (GWAS)

GWAS were performed with SAIGE 0.43.3 by using genotyped SNPs to construct a
genetic relationship matrix (GRM) in order to perform genetic variant association tests
(genotyped and imputed) while accounting for family relatedness (157). A threshold of SE-
08 was used to assess for genome-wide significance. Markers from pseudo-autosomal

regions were analyzed as autosomal variants.
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Linkage

We applied linkage analysis in the familial cohort. The Québec population has expanded
rapidly from 8500 founders over 400 years (reviewed in (158)), enriching the population
for possible founder mutations and large haplotype segments. Linkage analyses were
performed on nuclear families using MERLIN 1.1.2 for two-point analysis and MINX to
analyze X chromosome markers (159). Mega2 v5.0.0 was used to produce files in QTDT
format from PLINK file format. Allele frequencies were computed from genotyped
pedigree founders, randomly selected samples from each pedigree, and singleton
individuals. No Mendelian error were detected using PEDCHECK 1.2.). Only genotyped
SNPs were used. Analyses are performed using Variant Component (VC) and Quantitative
Trait Loci (QTL) analyses. The skewing phenotype based on DS and Psup scores were
analyzed separately for PMN and T cells, as these were the two phenotypes with the highest
number of pedigrees available for analysis (approximately 300). Sensitivity linkage
analyses were conducted in CHIP-free individuals only. To account for the multiple

phenotypes (8 phenotypes), the significance of LOD score was set at 3.9.

2.4 Results

XCI ratios

XCI ratios were determined in 2996 women. Of these, 306 (10.2%) were homozygous at
the HUMARA locus and were therefore excluded from the skewing analyses. For the
remaining 2690 participants, HUMARA scores were not available in all tissues. The
available data was as follows: PMN (DS n=2536, pasup n=2364), monocytes (DS n=897,
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pasup n=892), T cells (DS n=2244, pasup n=2245, B cells (DS n=936, pasup n=932) and
BC (DS=2341, pasup n=2339). HUMARA reproducibility of results was evaluated by the
“coefficient of repeatability” described by Bland et Altman (160) with a variance of less

than 3.3% for 1027 duplicate PMN samples.

Prevalence of skewing in different tissues and cell types

The prevalence of skewing, defined by a DS score > 0.25, was evaluated in epithelial cells
and in various blood cell types. Only women for whom samples from all cell types were
available (n=777) were included in this analysis to control for age (mean age 63.3 = 9.7
years). Of these women, 14.3% had skewing in epithelial cells (BC), 41.4% in PMN, 41.7%

in monocytes, 30.1% in B cells, and 22.5% in T cells (Figure 9, page 64).

Association between skewing and biological parameters

No association was evidenced between skewing (DS scores) and peripheral blood counts
(Table 1, page 62). Skewing was also independent of male/female child ratio, parity,
number of miscarriages, and smoking status (data not presented). Table 2 shows the most
common medical conditions reported by study subjects, none of which was associated with

skewing.

Intra-individual correlations of XCI ratios between different blood cells and epithelial
cells
We observed a strong correlation of Psup scores amongst different blood cell types (Figure

10, page 65, Table 3, page 63). Psup scores of PMN were best correlated with those of
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monocytes (=0.9065), followed by those of B cells (r=0.8404), and of T cells (+=0.7473).
Monocytes had Psup scores which correlated better with those of B cells (»=0.8148) than
of T cells (=0.6734). The correlation between T and B cells (»=0.7228) was comparable
to that between T cells and either PMN (7=0.7473) or monocytes (r=0.6734). However, the
XCI ratios of epithelial cells and blood cells were correlated to a lesser degree (=0.4784

to 0.6105), suggesting common and tissue-specific etiology of skewing.

Age effect on skewing

The wide age range of our cohort allowed us to evaluate the influence of age on skewing
prevalence. In epithelial cells, DS was stable across ages (BETA=-0.0009, P=0.62),
implying that age does not affect skewing prevalence in these cells. In contrast, the
prevalence of skewing increased with age in hematopoietic cells. The age effect was
maximal in PMN (BETA =0.0142, P<0.000001) and monocytes (BETA =0.0121,
P=0.00055), lower in T cells (BETA=0.0071, P=0.00037), and not statistically significant
in B cells (BETA =0.0068, P=0.049) for which less samples were available for analysis.
The steady increase in skewing prevalence with age in PMN in contrast to T cells is
depicted in Figure 11, and raises the hypothesis of specific additional age-dependent

etiology for this lineage, such as CHIP acquisition.

CHIP identification and contribution to skewing
CHIP data was available for 2530 of the 2690 individuals informative for XCI ratios (94%).
CHIP was present in 347/2530 (13.71%) individuals and CHIP VAF correlates with XCI

skewing as previously reported (95). This is expected, as the increase in clonal cells will
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influence XClI ratios. However, to evaluate the contribution of CHIP to PMN skewing, the
relative proportion of CHIP vs non-CHIP individuals and the VAF of CHIP must be taken
into account. A VAF of 25% (50% clonal cells) is needed to correspond to a DS > 0.25 in
the absence of other causes of skewing. Figure 11 shows that CHIP is age-dependent,
however, the relative proportion of individuals with CHIP at a VAF of 10% or 25% is
relatively small until 80 years of age. In very old individuals, CHIP may account for a

significant proportion of PMN skewing.

Heritability of skewing

The heritability of skewing was evaluated in 1734 women from 311 families using a sib-
pair approach. Heritability of DS and Psup scores is presented in Table 4. As DS scores do
not take into account the direction of skewing, sib-pairs skewed in the direction of the same
or the opposite parental allele were considered concordant for the skewing trait. In contrast,
the Psup score favors the concordance between parental allele among sibs of the same
family. Therefore, heritability of Psup scores support an X-linked mechanism of skewing.
The heritability of Psup scores was demonstrated in both epithelial cells and blood cells,
whereas that of DS scores was demonstrated only for blood cells. The heritability was
greater for T cells than for PMN. These results justified a genome wide approach to attempt

to identify genetic loci associated with skewing.

GWAS
GWAS analysis using SAIGE program was performed in related and unrelated subjects for

the total available cohort (T) and after removing individuals with CHIP (C-), with the
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hypothesis that they could represent phenocopies of the trait and decrease power. We also
used both XCI scores (DS and Psup) although the parental direction of skewing cannot be
evaluated in the unrelated part of the cohort. Phenotypes analyzed and number of
genotyped individuals included in the analyses were: BC DS (T=2252, C-=1646); BC Psup
(T=2250, C-=1644); PMN DS (T=2449, C-=1797); PMN Psup (T=2280, C-=1659); T cell
DS (T=2165, C-=1578); T cell Psup (T=2162, C-=1577); monocyte DS (T=866, C-=622);
monocyte Psup (T=861, C-=619); B cell DS (T=899, C-=650); B cell Psup (T=896, C-

=648). No loci reached the predetermined threshold of SE-08 for any of these phenotypes.

Linkage analysis

No significant linkage was found when using the DS score in PMN or T cells by QTL or
VC linkage analysis, in the total population or in the sensitivity analysis with CHIP
negative individuals only. This may be attributable to the decreased power (increased
noise) of the DS phenotype which does not account for the direction of skewing. However,
when using the Psup score we found significant linkage signals. In T cells, QTL analysis
identified a linkage region at rs2497911 with a LOD score = 4.8 on chromosome X at
position 66,627,440 (hg19) (Figure 13A, page 69). The linkage region (defined as LOD>
3.9) spanned 2 Mb (Figure 13B, page 69). The LOD score signal was slightly reduced to
3.5 in sensitivity analyses with CHIP-negative individuals. As the HUMARA locus is in
this region, we looked for association between the HUMARA alleles Psup scores and found
no association (P=0.86), ruling out this gene as a candidate for skewing. For skewing
assessed using the Psup score in PMN by VC linkage, we found a LOD =6.01 at rs6427005

located on chromosome 1q21.3 at position 153,678,097 (Figure 13C, page 69). The linkage
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region extended over a total of 41 Mb (Figure 13D, page 69). The LOD score was slightly
reduced in the CHIP-negative only analysis. QTL analysis provided concordant a signal at

the region (LOD 3.1) but did not reach our predetermined level of significance.

2.5 Discussion

Among several distinguishing biological features, females in contrast to males are mosaics
of two cell populations that differ only by the parental origin of the expressed X-linked
genes. One of the most intriguing phenomenon is AAS of XCI skewing that occurs in the
normal population. This phenomenon is identifiable in the neonate and its prevalence
increases progressively thereafter (54). Although AAS allowed for the identification of
mutation-driven clonal hematopoiesis in aging individual (4), little is known on the
germline contribution to skewing. Identifying gene(s) involved in lifelong selection of
blood cells may provide novel insight in hematopoiesis adaptation to aging. To that end,
we extended the biological characterization of AAS of XCI conducting a comprehensive
study that took into account both germline and acquired events leading to skewing in a
cohort specifically designed and phenotyped to maximize our chance to decipher this

complex trait.

XClI ratio can be determined by several methodologies (reviewed in (1)). Here we used the
HUMARA assay which has the enormous advantage of being informative in close to 90%
of women (46). We have previously demonstrated the validity of this assay by showing
concordance with various transcriptional assays in subjects from this cohort and a previous
cohort (151, 161). The validity of HUMARA has also been confirmed by other
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investigators using different technologies (149, 162). Although doubts were raised in the
past (163, 164), we are convinced that this approach, applied to a large population such as

that studied herein, is reliable and robust.

In accordance with the literature, we found the prevalence of skewing to be higher in blood
cells (22.5% - 41.7%) than in epithelial cells (14.3%).(165). Most previous studies
analyzed only PMN and T cells, but we also evaluated B cells and monocytes. We showed
that the prevalence of skewing is highest and concordant in PMN and monocytes (41.4%-
41.7%), intermediate in B cells (30.1%), and lowest in T cells (22.5%).This may be related
to the different turnover rates of these blood cells, closeness in hematopoietic development,
or for T cell the fact that peripheral homeostatic expansion is not dependent on

hematopoietic stem progenitor cells (166).

The concordance of X-chromosome parental origin of skewing between tissues of the same
individual can inform us on the tissue specificity of skewing. Psup skewing scores obtained
in different blood cell types of a given individual were strongly correlated (Figure 10, page
65). These findings are in line with previous reports (167, 168), and suggest that skewing
occurs at the hematopoietic stem cells (HSC) level, prior to lineage specification.
Interestingly, less concordance was seen between blood cells and epithelial cells,
suggesting that in addition to shared common mechanism, further hematopoietic-specific

mechanisms contribute to skewing.
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The prevalence of skewing increased with age in all blood cell types. Although the
association was not statistically significant for B cells, this was probably due to a lower
number of women from which B cells were available for analysis. The age-effect was
maximal in PMN, for which skewing prevalence increased relentlessly. In T cells, the
prevalence of skewing rather stabilized in later life (Figure 11, page 66). One potential
explanation for this would be the additive effect of acquired mutations (CHIP) in myeloid
cells. To evaluate this possibility, we studied the prevalence of CHIP (measured in PMN)
in the same age groups in function of VAF to compare with the prevalence of skewing
(Figure 12, page 6). In this study, the qualitative definition of skewing was a DS score of
> 0.25, which corresponds to the presence of 50% clonal cells, or a VAF of 25%. We
demonstrated that the proportion of individuals with CHIP at significant VAF to influence
XCI skewing ratios (VAF of 10% or 25%) is small until the age of 80. In the very old,
CHIP accounts for a significant proportion of skewing. However, we could not take into
account clonal hematopoiesis due to non-driver mutations (112) or acquired clonal

mosaicism (169).

Skewing was not associated with significant differences in blood cell counts (Table 3, page
63), indicating that blood cell populations in which one of the two X chromosomes
predominates over the other still obey to the homeostatic regulatory mechanisms of
hematopoiesis. There was no association between skewing and common medical
conditions (Table 4, page 63). Moreover, no link could be detected between skewing and
smoking status or parity. This contrasts with a number of previous studies that reported a

higher incidence of spontaneous abortion in women with skewed XCI ratios in their blood
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cells (170-172). If skewed women were carriers of X-linked mutant alleles, and skewing
was caused by negative selection against such alleles, one would expect a lower incidence
of male birth in skewed women. In our study, the ratio of male:female birth was identical

in skewed and non-skewed women, repudiating the mutant allele hypothesis.

Twin studies (72, 144, 148, 149) and Abkowitz’s cat study (150) have provided evidences
for a genetic component to acquired skewing. However, neither model allows for genetic
locus identification. Furthermore, traditional multi-generation based approaches are
inappropriate to study an age-dependent trait such as skewing. Herein, we evaluated
heritability of the skewing trait among elderly sisters using a sib-pair approach.
Fortunately, we had access to large families of French ancestry from Quebec with an
average of 5.6 female siblings per family. This population exhibits a significant founder
effect (158), reducing the number of potential contributing allelic variants. We measured
heritability with DS score, which do not take into account the direction of skewing, and
with Psup scores which partially (as discussed in Methods) take into account the parental
origin of the X-linked dominant allele. The heritability of skewing was demonstrated by
analyzing Psup scores in epithelial cells, PMN and T cells. Heritability of skewing was
also demonstrated by analyzing DS scores in PMN and Tcells, but appeared of less
magnitude then that observed by analyzing Psup scores. This argues in favor of an X-linked

genetic component to skewing, and supports the hemizygous cell selection hypothesis.

The demonstration of a heritable component to the skewing traits motivated us to conduct

GWAS and linkage analyses looking for germline predisposing loci. We conducted
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sensitivity analyses in the subgroup of the population without any CHIP in order to reduce
potential phenocopies of germline variants. In the GWAS approach including related and
unrelated subjects, no loci reached the pre-determined level of significance in any of the
skewing scores or tissues. This may in part be explained by the multifactorial and polygenic
nature of the skewing trait. It is also possible that our cohort was underpowered for
association analysis. Alternatively, linkage analysis can be a powerful approach in founder
populations, and we obtained interesting results. First, when using the DS score, which is
insensitive to the parental origin of skewing and possibly influenced by multiple causes
including genetic, environmental and stochastic, we did not find linkage signals. However,
when using the Psup score that partially takes into account the parental origin of skewing,

we found linkage signals.

First, we identified a region at Xq12-13 for the T cells (CD3+) skewing trait with a LOD
score of 4.8 (Figure 13A, page 69). The region of interest has 2 Mb and includes several
genes, including the androgen receptor (AR) (Figure 13B, page 69). To rule out that the
AR gene was the source of the signal, we performed an association study using this
multiallelic loci that was negative. Although speculative, this region also includes the
interleukin-2 receptor gamma chain gene (/L2RG, OMIM:308380) which would constitute
a candidate gene of prime importance. /L2RG encodes an indispensable component of the
IL2 receptor (173), and mutations in this gene have been associated with severe combined
immunodeficiency (174). We speculate that variants in this gene may favor T cells
harboring the stronger allele on the active X-chromosome causing the phenotype of

skewing in this tissue. Interestingly, the /L2RG product also heterodimerizes with other
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cytokine receptors and could influence the development of other blood lineages supporting
relative concordance of skewing in different blood cell types (174). Second, using the PMN
Psup score, we identified a strong signal at chromosome 1g21.3 with a LOD score of 6
(Figure 13C, page 69). The region of interest is large, spanning 41 Mb and including several
genes (Figure 13D, page 69). This result is surprising as we expected to map genes on the
X-chromosome. Although speculative, the 1g21.3 region code for several genes including
members of the S100 protein family which has been found to have a signaling feedback
loop with the Interleukine 1 receptor-associated Kinase 1 (IRAQ1) (175) which resides at
Xq28, supporting the hypothesis that autosomal genes could be in epistasis with X loci and

support hemizygous cell selection.

In conclusion, we identified for the first-time chromosomal regions associated with the
AAS of XCI trait, confirming the hemizygous cell selection process in blood cells of
normal aging women. AAS is a complex trait caused in part by germline genetic variants
and acquired mutations. Fine mapping and sequencing of candidate genes in the identified

genetic regions associated with skewing are necessary to identify the causative variants.
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2.6 Tables and Figures

Table 1: Association between degree of skewing (DS) scores and blood cell counts
Epithelial PMN T cell
Counts p p p
Total WBC 0.2839 0.4165 0.8016
PMN 0,7442 0.4567 0.8011
Lymphocyte 0.0200 0.9945 0.8392
Monocyte 0.1446 0.0472 0.6977
Platelet 0.0936 0.1239 0.4479
Hemoglobin 0.6185 0.6844 0.7585

Analysis was performed on family members and unrelated individuals, controlling for age
and family. WBC: white blood cells; PMN: polymorphonuclear cells. Significance of P
value was set at P<0.003 after Bonferonni correction.

Table 2: Association between skewing degree of skewing (DS) scores and common
medical conditions

. .. Epithelial PMN T cell
Medical conditions p P p P
Cancer 0.7425 0.3475 0.3774
Arthritis 0.6686 0.4066 0.9296
Asthma 0.0959 0.1047 0.7089
Diabetes 0.9357 0.2745 0.5101
Eczema 0.6403 0.7743 0.1672
Thyroid problems 0.8088 0.9335 0.5098
Allergy 0.7403 0.1696 0.7987

Analysis was performed on family members and unrelated individuals, controlling for age
and family. PMN: polymorphonuclear cells.
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Table 3: Intra-individual correlation of Psup between different cell types

Cells r P
PMN vs Monocyte 0.9065 <10
PMN vs B cell 0.8404 <10
PMN vs T cell 0.7473 <10
Monocyte vs B cell 0.8148 <10
Monocyte vs T cell 0.6734 <10
T cell vs B cell 0.7228 <10
Epithelial cell vs PMN 0.5570 <10
Epithelial cell vs Monocyte 0.4784 <10
Epithelial cell vs B cell 0.5574 <10
Epithelial cell vs T cell 0.6105 <10

XClI ratios were evaluated using the Psup value which indicates the proportion of cells
presenting the superior HUMARA allele on the active X chromosome. Spearman
correlation coefficient () obtained in PMN (n = 2364 samples), monocytes (n = 933
samples), B cells (n = 893 samples), T cells (n = 2246 samples) and epithelial cells (n =

2340 samples). PMN: polymorphonuclear cells.

Table 4: Heritability of skewing
Solar
H* SD P
DS scores
Epithelial cell 0.045 0.039 0.114
PMN 0.097 0.042 0.005
T cell 0.255 0.050 <10”
Psup scores
Epithelial cell 0.310 0.053  <10™”
PMN 0.205 0.048 <10°¢
T cell 0.303 0.053 <10

Heritability (H?) of skewing scores was calculated using Solar (see Methods). The family
cohort used for this analysis comprised 1734 women from 311 families. PMN:

polymorphonuclear cells; SD: standard deviation
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Figure 9:  Prevalence of XCI skewing varies according to tissue and blood cells types.

Skewing was defined as a DS score of > 0.25, which corresponds to a ratio > 3:1 between
the two parental Xs. The prevalence of skewing was highest and similar in PMN and
monocytes (41.4% and 41.7% respectively), intermediate in B lymphocytes (30.1%) and
lower in T lymphocytes (22.5%). The prevalence of skewing was lowest in buccal
epithelial cells (14.3%). In order to control for age, only women for whom samples from
all cell types were available were included in this analysis (n=777, mean age 63.3 + 9.7
years).
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Figure 10: Intra-individual correlation of XCI ratios between different tissues and blood
cells types

XClI ratios were calculated using the Psup score which indicates the proportion of cells
with the superior HUMARA allele in the active state. Psup scores vary from 0% (in cases
where there is complete skewing toward the inferior allele) and 100% (in cases where there
is complete skewing toward the superior allele). A ratio of 50% represents a balanced XCI
ratio between both alleles. Psup scores allow to evaluate the concordance of the parental
origin of skewing. Each dot represents an individual. Intra-individual correlations (r)
between blood cell types and epithelial cells were statistically significant for every
combination. However, the strength of the correlation varied considerably between
combinations. Correlation was strongest between PMN and monocytes but weaker when
any blood cell type was compared to epithelial cells (see Table 3, page 63).
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Figure 11: Prevalence of XCI skewing is age-dependent in blood cells and maximal in
PMN.

The prevalence of XCI skewing correlates strongly with age in PMN (BETA =0.0142,
P<0.00000), less in T-cells (BETA=0.0071, P=0.00037), and not at all in epithelial cells
(BETA=-0.0009, P=0.62623). This figure shows the prevalence of skewing (DS > 0.25) in
different age groups. The shaded areas represent the confidence intervals (95%).
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Figure 12: Prevalence of XCI skewing in PMN and CHIP at different VAF in function
of age.

In order to evaluate if CHIP is a significant contributor to PMN XCI skewing, we calculated
the prevalence of individuals with CHIP at a sufficient VAF to influence XCI ratio. A VAF
of 10% corresponds to 20% clonal cells and an increase in DS of 0.1. A VAF of 25%
corresponds to 50% clonal cells and an increase in DS of 0.25. The prevalence curves
presented above indicate that CHIP is not a predominant cause of PMN skewing in the
cohort. However, as individuals age, the CHIP contribution increases and may be
responsible, in part, for the age-effect on PMN skewing which is more important than in
other blood cell types. PMN (n = 2372), CHIP VAF > 10 (n = 167), CHIP VAF > 25 (n =
58) distributed by age group. The shaded areas represent the confidence intervals (95%).
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Figure 13:  Regions associated with XCI skewing.

(A) Manhattan plot of twopoint QTL linkage analysis for CD3 Psup controlling for age.
LOD score threshold was set to 3.9 for 476,199 variants. (B) Regional plot
(LocusZoom)a(176) of single-nucleotide polymorphisms (SNPs) located on chromosome
X for T cells (CD3) Psup using twopoint QTL linkage analysis. The first y-axis shows the
negative logl0 of P values for genotyped genetic variants, the second y-axis shows the
recombination rate from HapMap reference samples (blue line). (C) Manhattan plot of
twopoint VC linkage analysis for PMN Psup controlling for age. LOD score threshold was
set to 3.9 for 476,199 variants. (D) Regional plot (LocusZoom) of single-nucleotide
polymorphisms (SNPs) located on chromosome 1 for PMN Psup using two point VC
linkage analysis, controlling for age. The first y-axis shows the negative log10 of P values
for genotyped genetic variants, the second y-axis shows the recombination rate from
HapMap reference samples (blue line). Base pair positions are given according to hgl9.
The degree of linkage disequilibrium (r2) of each genetic variant with the best SNP
estimated from the study population is displayed.
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CHAPITRE 3

DETERMINANTS DE LA PENETRANCE ONCOGENIQUE DE LA MUTATION

DE TET2 CHEZ LES INDIVIDUS AGES
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3. DETERMINANTS DE LA PENETRANCE ONCOGENIQUE DE LA

MUTATION DE TET2 CHEZ LES INDIVIDUS AGES

3.1 Résumé

La relation entre I'hématopoiese vieillissante et le développement des cancers myéloides
est inconnue. Notre groupe a documenté que des mutations acquises se produisent dans les
cellules sanguines d'individus vieillissants (4, 6, 177). Il a démontré que > 10% des
personnes de plus de 65 ans ont une mutation de perte de fonction dans un geéne appelé
TET2. TET?2 appartient a la famille des enzymes de TET (TET1, 2 et 3) (178) (179) (180).
TET2 subit trés souvent une mutation somatique dans les cellules cancéreuses
hématopoiétiques, spécifiquement dans les tumeurs malignes myéloides, et son
inactivation est en corrélation avec un phénotype d'hyperméthylation (4, 122). L'objectif
global de notre recherche est de comprendre comment les mutations 7E72 ménent a la
transformation. Pour identifier les marques épigénétiques spécifiques au TE7?2 nous avons
utilisé des méthodes comme le méthylome, I'hydroxyméthylome, le NGS et I'expression
génique (RNA-Seq) qui nous a permis de déterminer les régions géniques affectées par la
mutation 7E72 ou les régions qui pourraient contribuer, avec la mutation 7E72, au

déclenchement d’un cancer.

-71 -



3.2 Introduction

Le vieillissement est I'un des facteurs de risque les plus importants pour le développement
de tumeurs malignes my¢loides telles que le SMD, la LMA et les NMP (3). Cependant, la
relation entre I'hématopoicse vieillissante et le développement de ces cancers est inconnue.
L'identification des facteurs génétiques ou épigénétiques de la transformation
hématologique associé¢e a I'dge est cruciale pour prévenir et traiter plus efficacement ces
cancers. Récemment, notre groupe et d'autres ont documenté que des mutations acquises
se produisent dans les cellules sanguines des individus vieillissants (4, 6, 177). Notre
groupe a montré que plus de 10% des personnes de plus de 65 ans ont une mutation de
perte de fonction dans un géne appelé TET2 (4). TET?2 appartient a la famille des enzymes
TET (TET1, 2 et 3) qui fait partie de la superfamille des di-oxygénases dépendantes du Fe2
+ et du 2-oxoglutarate (2-OG) (179). Les enzymes TET2 modifient la méthylation en
catalysant l'oxydation du groupe méthyle de S5mC pour former des 5-
hydroxyméthylcytosines (ShmC) qui, elles méme, peuvent continuer a étre oxydées par les
protéines TET en 5-formylcytosine (5-fC) et S-carboxylcytosine (5-caC) (181). Ce
processus permet, entre autres, la déméthylation des cytosines (181). Les bases modifiées
par les protéines TET sont fortement enrichies en amplificateurs, promoteurs et corps
géniques et ont un effet important sur I'expression des genes (181). Par conséquent, TE7?2
est considéré comme un géne suppresseur de tumeur et un gardien de la méthylation
inappropriée de I'ADN se produisant dans notre génome (182). Les mutations que nous
avons documentées affectent la fonction 7E72 comme le prouve le niveau inférieur de

ShmC chez ces individus (183). De maniére trés importante, tous les sujets avaient une
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hématopoicse clonale prouvant I'avantage de croissance conféré par la mutation a la cellule
souche hématopoiétique tel que documentée par I’inactivation du chromosome X chez les
sujets féminins. Cependant, tous les sujets mutés avaient une formule sanguine normale et
aucun phénotype malin. (95, 183). Puisque TET2 est le géne le plus fréquemment muté
dans le cancer myéloide, nous postulons que les mutations survenant chez les individus

vieillissants normaux sont 1'une des étapes initiales de la transformation maligne.

L'objectif global de notre recherche est de comprendre comment les mutations TET2
conduisent a la transformation. Nous allons caractériser les différences de méthylation de
I'ADN, définie comme régions méthylées différentiellement (DMR), et
I'hydroxyméthylation, définie comme régions hydroxyméthylées différentiellement
(DHMR), a I'échelle du génome dans les TET2 VS WT, au niveau des corps géniques, des
transcription start sites (tss, des exons, des introns et des ilots CpG et leur effet sur les
marques épigénétiques et les voies de signalisation. La méthylation des dinucléotides CpG
est un mécanisme €épigénétique important pour contrdler la régulation des genes(184), et
les altérations de la méthylation de I'ADN jouent un réle crucial dans de nombreuses
maladies, en particulier le cancer (185). Les objectifs spécifiques de notre projet sont de
valider la méthode de méthylome, d’hydroxyméthylome et du transcriptome ainsi que
d'identifier quels génes ou qu’ensemble de génes sont affectés par le dysfonctionnement
de TET2 et lesquels sont importants dans la transformation maligne. Par conséquent, notre
premier objectif est d'identifier I'impact de la mutation TET2 sur I'épigénome (méthylome,
hydroxyméthylome) et notre deuxieme objectif est d'identifier lesquelles de ces marques

épigénétiques ont un potentiel oncogene.
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3.3 Matériel et méthodes :

3.3.1 Les sujets humains

Note laboratoire a recruté prospectivement de 1998 a 2006 une cohorte de plus de 4000
femmes (¢galement ~ 500 hommes) sans aucun trouble hématologique connu. Notre équipe
a développé, optimisé et validé un protocole de séquengage de nouvelle génération (NGS)
robuste pour détecter avec sensibilité et précision l'incidence des mutations somatiques
TET2 chez les sujets de notre cohorte vieillissante. TET2 a été séquencé a une couverture
¢levée (95%> 500x) chez 1771 individus 4gés de 50 a 101 ans. 116 individus mutés sur le
géne TET?2 ont ét¢ identifiés, dont 10 individus porteurs de 2 mutations. Les 126 mutations
TET? (50 faux-sens, 32 non-sens, 40 décalages de cadre et 4 sites d'épissage) identifiées
sont réparties dans tout le géne avec des mutations faux-sens regroupées dans des régions
connues pour étre importantes pour les activités catalytiques. L'impact fonctionnel des
mutations identifiées a été évalué a 1'aide d'outils bioinformatiques pour prédire les effets
fonctionnels et en quantifiant directement le phénotype épigénétique associé a la perte de
fonction TET2 (niveaux réduits de ShmC) par spectrométrie de masse. Notre équipe a
démontré que ces mutations affectent directement le niveau de ShmC proportionnellement
a la VAF suggérant qu'elles ont un impact négatif sur le maintien épigénétique de

I'hématopoicse vieillissante (95, 183).

En utilisant cette cohorte, nous avons congu 3 groupes de sujets: (i) un groupe de 7

individus vieillissants normaux sans aucune mutation dans TET2 (TET2wt) qui agira
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comme groupe témoin, (ii) un groupe de 10 sujets vieillissants avec des mutations TET2
(TET2mut), et (iii) un groupe de patients atteints d'un cancer myéloide et présentant une

mutation dans TET2 (TET2cancer).

3.3.2 Méthylome, hydroxyméthylome sur NGS Ion Torrent

Nous avons choisi la méthode d’immunoprécipitation de I’ADN (DIP) qui consiste a
utiliser un anticorps ciblant Shmc ou 5mc pour immunoprécipiter un fragment d'ADN

méthylé ou hydroxyméthylé pour ensuite les séquencer (Figure 14, page 75).

Immunoprécipitation de ’ADN méthylé /hydroxymétylé
(MeDIP, hMeDIP)

RTINS

e / hMeDIP

-t

11 ' : rY Ll PR
" ! X
l ' nlli '
Anticorps 5mC l

+ + ; + + + _ Anticorps 5hmC
Séquencage de nouvelle génération
NGS

"lﬂ-l’l {1 | R R R uni‘n‘l‘-

Figure 14: Représentation schématique des méthodes du méthylome et
hydroxyméthylome
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La premicre étape est la sonication qui consiste a fragmenter ’ADN en fragment de 50 a
300 pb de taille (Figure 14, page 75). Par la suite, une librairie est construite. Tout d’abord,
les fragments sont réparés et ligués par des adaptateurs spécifiques en utilisant le kit de
NEBNext Fast DNA Library Prep Set for lon Torrent qui est compatible avec 1’lon Torrent.
Ces fragments ligués sont ensuite immunoprécipités par des anticorps spécifiques au SmC
et ShmC qui proviennent de la compagnie Cell Signaling SimpleDIP Methylated DNA IP
(#76853). Apres une série de lavages et d’¢lutions, les fragments sont quantifiés par la
méthode de PCR quantitatif (qQPCR) en utilisant des amorces spécifiques aux adapteurs et
génes controles. Cette ¢étape est cruciale car la quantification des fragments
immunoprécipités sera comparée a I’INPUT et aux controles négatifs IgG. Les valeurs
obtenues permettent de s’assurer de la qualité initiale des librairies et de calculer
I’enrichissement de 1’immunoprécipitation. Aprés avoir quantifié les fragments, ces
derniers sont amplifiés en utilisant le kit NEBNext Fast DNA Library Prep Set for lon
Torrent, purifiés et quantifiés par la méme méthode de qPCR pour quantifier le produit
final. Les fragments amplifiés et purifiés sont sélectionnés par rapport a leur taille a 1’aide
d’'un E_Gel® SizeSelect ™ (Figure 15, page 77). Les fragments sélectionnés sont préts a
étre chargés sur une puce par le chef pour le séquencage sur 1I’Ion Proton. La plateforme
Ion Torrent (Proton) a été utilisée pour le séquencage (fragments de 100-200 pb a une seule
extrémité, +/- 30M lectures par échantillon). Pour chaque échantillon (individu), nous
avons X 5mC, X 5hmC et X IN (IN pour INPUT). Nos données sont présentées dans un

fichier BAM ou les génes sont annotés et alignés avec leur position.
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Profil des fragments immunoprécipités aprés amplification

1: Apres sonification
2: Apreés ligation
3: Aprés sélection par taille de fragment

35 100 150 200 300 400 500 600 1000 2000 10380 [bp]

Figure 15:  Résultats de bio-analyseur

Le pic 1 représente la taille des fragments apres la sonication. Le pic 2 représente la taille
des fragments aprés la ligations par les adaptateurs. Le pic 3 représente la taille des
fragments apres le E Gel® SizeSelect ™.
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Figure 16:  Représentation schématique des étapes de la méthode du méthylome
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3.3.3 Analyses bioinformatiques

Les données ont été analysées a l'aide d'une combinaison d'outils et de langages de
programmation, principalement Python, bash scripting et R. Les échantillons ont tout
d’abord subi une série de pré-traitements et de tests de contréle de qualité (CQ). Les
données ont été¢ annotées avec des corps géniques, des tss, des exons, des introns et des
ilots CpG a l'aide de ressources de la base de données UCSC hgl9 golden path. Le CQ a
été réalisé a I'aide du package gsea R (186) sur une base par échantillon (vs INPUT). Une
analyse de corrélation a été effectuée a 1'aide du MEDIPS package pour mieux visualiser
les données dans leur ensemble (187). Les PEAK CALLING ont ét¢ identifiés sur tous les
¢chantillons en utilisant macs2 pour identifier les régions enrichies (188). Les pics obtenus
ont été utilisés pour créer des images instantanées a l'aide du navigateur de génome IGV

pour estimer la qualité des données.

Le nombre total des pics déterminés pour chaque échantillon était également évalué. Le
modele QSEA peut prendre en compte la variation du nombre de copies (CNV) et tenir
compte de leur influence sur la densité de lecture MeDIP. La CNV peut étre calculée en
externe et importée dans QSEA ou estimée directement dans QSEA. QSEA utilise en
interne le package bioconducteur HMMcopy pour estimer la CNV a partir des données de

séquencage de la bibliotheque INPUT (186).

Pour ce qui est de la couverture estimée de ’OFFSET, la densit¢ CpG moyenne est
déterminée par fragment et les régions sans CpG sont utilisées pour estimer le bruit de

fond. Il s'agit d'une estimation du bruit expérimental et des valeurs supérieures a 0,9
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indiquent un manque d'efficacité de I'enrichissement (186). L’enrichissement relatif estimé
a ét¢ étalonné en utilisant la méthode d’étalonnage a 1’aveugle dans QSEA car aucune
donnée expérimentale de validation n'était disponible. Par exemple, dans les échantillons
de tissus adultes, nous pouvons supposer une méthylation élevée dans des régions a faible
densité de CpG et des niveaux de méthylation moyens linéairement décroissants pour une

densité de CpG plus élevée.

3.3.4 RNA-Seq

Pour le séquengage de nouvelle génération, tous les réactifs et appareils provenaient de
Thermo Fisher Scientific. La méthode de RNA-Seq utilisée commence par 1’isolation de
I’ARN messager (ARNm) des échantillons d’ARN totale de 200 a 1000 ng a 1’aide du kit
Dynabeads mRNA DIRECT™ Micro Kit par la suite le kit Ion Total RNA-Seq Kit v2 est
utilisé pour produire des librairies compatibles avec la technologie d’Ion Torrent. Suite a
I’enrichissement de I’ARNm a 1’aide de colonnes d’oligo-dT, celui-ci est fragmenter a
I’aide d’une ARNase et purifié. Les fragments d’ARNm sont hybridés avec des adapteurs
universel pour ensuite étre convertis en ADNc par une transcriptase inverse. Finalement
des adapteurs et code-barres sont ajoutés avant d’étre amplifié, purifié et quantifié. Les
librairies sont ensuite chargées sur l'instrument Ion Chef (kit Ion PI Hi-Q Chef) pour la

préparation du modele et chargée sur les puces Ion P1 v3.
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3.3.4.1 Analyses bioinformatiques

Les données ont été analysées a l'aide d'une combinaison d'outils bioinformatiques,
principalement R, DESeq2 et EdgeR afin d’obtenir les geénes qui sont statistiquement

différentiellement exprimés entre TET2 et WT.

3.4 Résultats

Dans un projet précédent dans notre laboratoire, un total de 2542 individus ont été séquencé
dans le but d’identifier des mutations somatiques tel que TET2 et DNMT3 (126). Nous
avons identifi¢ 402 mutations somatiques chez 347 individus. Pour TET2, 134 mutations
somatiques ont été identifiées. Dans le cadre de mon projet de thése, on a sélectionné les
10 individus TET2 mutés avec le VAF le plus élevé dans le but d’avoir un effet plus
prononcé de la mutation 7E72 sur la méthylation et ’hydroxyméthylation. Les échantillons

sélectionnés sont présentés dans le Tableau 5 (page 81) ci-dessous.

Tableau 5:  Liste des échantillons séquencés
TET2 (n=10) WT (n=7)

ShmC SmC ShmC SmC
128.F 128.F 21.A 21.A
224.B 224.B 74.D 74.D
229.A 229.A 380.C 380.C
385.B 385.B 515.A 515.A
447.E 447.E 009.D 009.D
7.189 7.189 298.XA 298.XA
7.286 7.286 7.0234 7.0234
7.304 7.304

7.863 7.863

246.E 246.E

-81-




3.4.1 Controle de qualité des échantillons séquencés

3.4.1.1 Controle spike-in de I’enrichissement ShmC

Avant de procéder a I’étape de I’immunoprécipitation, nous avons d’abord testé la
spécificité des anticorps et le niveau de I’enrichissement des fragments méthylés et
hydroxyméthylés. Pour ce faire, nous avons commencé par tester la spécificité de
I’anticorps anti-ShmC et son contrdle négatif IgG de souris en utilisant un Spike-in, une
forme de fragment hydroxyméthylé, ajouté dans nos échantillons. Les fragments du Spike-
in sont ensuite immunoprécipités grace a I’anticorps anti-Shmc pour étre quantifiés par
qPCR. L’anticorps anti-5mC et I’IgG de lapin, son contrdle négatif, ont aussi été utilisés
avec le Spike-in pour démonter sa spécificité. La

Figure 17 (page 83) démontre que I’anticorps anti-ShmC a immunoprécipité 67% du Spike-
in par rapport a I’IgG de souris. Nous avons aussi observé que le Spike-in n’a pas été enrichi
par I'anticorps anti-5SmC. Ces résultats indiquent que 1’anticorps anti-ShmC est spécifique

aux fragments ShmC.
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Controles Spike-in de ShmC

Signal relatif a I’ input

wt_5hmC Wt _lgG de souris wt_5mC wt_lgG de lapin

Figure 17:  Spécificité de l'anticorps anti-ShmC par rapport au Spike-in

3.4.1.2 5mC : Controle par un géne endogene méthylé

Nous avons aussi testé la spécificité de I’anticorps anti-SmC et son IgG de lapin. Nous
avons utilisé une amorce d'un gene appelé TsH2B, qui est connu pour étre méthylé dans les
cellules adultes. Ces amorces ont été fournies dans le kit de signalisation cellulaire. En
utilisant 1ug d'ADN total (100%), et apres incubation avec 4 anticorps contre ShmC, IgG
de souris, SmC et IgG de lapin, nous avons enrichi, comme démontré dans la Figure 18
(page 84), 25,6% de promoteur méthylé TsH2B. 0,8% de ShmC sur ce promoteur a été
détecté par un anticorps ShmC. Cela suggere que ce promoteur pourrait également &tre

hydroxyméthylé.
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SmC: qPCR sur la méthylation du géne promoteur endogéne TsH2B

0.1

— elide— i

wt_5hmC Wt_lgG de souris wt_5mC wt_lgG de lapin

Figure 18:  Spécificité de l'anticorps anti-SmC par rapport au TsH2B

3.4.1.3 Quantification de la bibliotheque SmC et ShmC

Apres avoir testé la spécificité des deux anticorps, nous avons procédé¢ a I’étape de
I’immunoprécipitation. Les fragments immunoprécipités sont liés aux extrémités 3’et 5’
par des codes-barres pour pouvoir les quantifier par qPCR et les séquencer par la suite. Par
exemple, tel que représenté dans la Figure 19 (page 85), en utilisant lug d'ADN total

(100%), nous avons enrichi par cette méthode 3,81% de SmC et 0,22% de ShmC.

Ensuite, les fragments enrichis par I'anticorps SmC et ShmC sont amplifiés pour obtenir la
quantité¢ suffisante nécessaire pour le séquencage. Apres amplification, nous avons
sélectionné sur gel les fragments de 275 a 300 pb pour obtenir un séquengage optimal
(Figure 15, page 75). Une fois que les fragments sélectionnés sont chargés sur une puce
par le chef, le séquencage sur le proton peut avoir lieu. Aprés avoir séquencé nos fragments,

nous avons obtenu des fichiers appelés BAM pour chaque échantillons WT-5mC, WT-
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ShmC, TET2-5mC et TET2-5hmC. Ces fichiers BAM passent ensuite par une procédure
de CQ afin de sélectionner ceux qui répondent aux critéres de séquencage avant de procéder

aux analyses bioinformatiques.

ShmC and SmC: Quantification de la Librairie
Quantification des fragments ligués

[ e =

wt_5hmC Wt_IgG de souris wt_5mC wt_|gG de lapin

Figure 19:  Quantification par qPCR de la bibliothéeque de SmC et ShmC

3.4.2 Controle de qualité des fichiers BAM

Afin d’effectuer le CQ du séquencage, des méthodes dans le langage R sont utilisées pour
trier les échantillons qui ont passé le CQ de ceux qui ont échoués. Nous avons calculé
I’enrichissement de CpG de chaque individu, I’enrichissement de CpG par rapport a son
INPUT (Figure 20, page 86), les PEAK CALLING dans 5mC et ShmC (Tableau 8, page
91, et Tableau 9, page 93) et estimé la couverture de ’OFFSET (Tableau 6, page 90, et

Tableau 7, page 90).
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Analyse de l'enrichissement des CpG

. S1 S2 S3 S4
&
w
S
D 7
. 2
Q3 —
T N T———
£ = AN —
(@] o sh S6 S/ SH
o o
c
O ol
)
T 3 S _ ~—— _
> o] —‘\ \ I \-__
< ° —
549 S10 S11 S12
=
N
g w
o
o 9
C  al
o — — —
3 o \
= ° Si3 S14 — S15 S16
3 &
> 7
T =
c -
U 3
]
] 2
o S17 S18 S19 520
a4
£ ol
X~
O 2
[a
e —_— —
< |
4 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
o 10 15 20 25 30 [} 5 10 15 20 25 30 o 5 10 15 20 25 30 o 5 10 5 20 25 30

Figure 20:

Enrichissement CpG incluant 'INPUT TET2-5mC
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Analyse de l'enrichissement des CpG
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Analyse de l'enrichissement des CpG
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Figure 22:  Enrichissement CpG incluant 'INPUT TET2-5hmC
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Analyse de l'enrichissement des CpG
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Figure 23:  Enrichissement CpG incluant I'INPUT WT-5hmC

3.4.3 Couverture estimée de ’OFFSET

Le décalage de couverture estimé a été déterminé pour chaque échantillon par rapport a
son INPUT. Il s'agit d'une estimation du bruit expérimental et des valeurs supérieures a 0,9
indiquent un manque d'efficacité d'enrichissement (186). Aprés avoir estimé la couverture
de POFFSET sur les échantillons de SmC et ShmC, nous avons obtenu cette liste qui

démontre la valeur de chaque échantillon.
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Tableau 6: Couverture estimée de 'OFFSET pour les échantillons de SmC par rapport a

leur INPUT
Echantillons OFFSET
Tet2 128 0.42
Tet2 224.B 0.83
Tet2 229.A 0.29
F Tet2 246 1.04
Tet2 385.B 1.24
Tet2 447.E 0.67
Tet2 Z.189 1.15
Tet2 7.286 1.32
Tet2 Z.304 0.67
Tet2 Z.863 2.26
WT 009.D 1.31
WT 21.A 0.97
WT 298.XA 0.69
WT 380.C 0.97
WT 515.A E0.72
WT 74.D 1.29
WT Z.0234 0.49

Tableau 7: Couverture estimée de ’OFFSET pour les échantillons de ShmC par rapport a

leur INPUT
Echantillons OFFSET
Tet2 128.F 1.00
Tet2 224.B 0.98
Tet2 229.A 1.08
Tet2 246.E 0.80
Tet2 385.B 1.07
Tet2 447.E 1.04
Tet2 7.189 1.03
Tet2 Z.286 1.10
Tet2 Z.304 1.05
Tet2 7.863 0.94
WT 009.D 0.82
WT 21.A 1.05
WT 380.C 1.07
WT 515.A 1.14
WT 74.D 1.01
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3.4.4 Résumé des résultats de CQ

Sur la base de ces résultats, un résumé du CQ a été compilé mettant en évidence les

¢chantillons individuels recommandés pour une analyse continue.

Tableau 8: Résumé des résultats de CQ pour les échantillons de SmC

Sample Sample Sample Number of Numberof Gainsvs Saturation Offset Pass/Fail
Number Number Peaks 5mC Reads 5mC Losses
for for INPUT
CpGEnrich  CpGEnrich
ment ment
graphs graphs

Tet2_128.F S1 S11 2053 18.04 Gains All 0.99 0.4212821 Pass
(3% max) 92570642

Tet2_224.B S2 S12 3866 43.8 Both 0.99 0.8276573 Pass
(slightly 04973697
higher
gains 0.6%
max)

Tet2 220.A S3 S13 23454 16.07 High 0.99 0.2870282 ?
losses 91646671
CpG
(1.5%)

Tet2 246.E S4 S14 377706 35.3 More 0.99 1.0382076 Fail
losses 5450982
than gains
(12% loss
in exons
and 4% in
CpG)

Tet2_385.B S5 S15 1256 40.4 Moreloss 0.99 1.2373942 Fail
CpG and 572898
TSS
(0.04%)
gains exon
/ gene/
introns

Tet2 447.E S6 S16 20614 36 More gains 1 0.6690712 Pass
(4%) 23357035
except
CpG
islands
(3%
losses)

Tet2_7Z.189 S7 S17 81472 41.5 More gains 0.99 1.1485554 Fail
in all 0751164
(0.6%) little
gain in
CpG
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Sample

Sample
Number
for
CpGEnrich
ment
graphs

Sample
Number
for INPUT
CpGEnrich
ment
graphs

Number of Number of
Peaks 5mC Reads 5mC

Gains vs
Losses

Saturation

Offset

Pass/Fail

Tet2_7Z.286

Tet2_Z.304

Tet2_7.863

WT_009.D

WT_21.A

WT_298 X

WT_380.C

WT_515A

WT_74.D

WT_Z
0234

S8

S9

$10

S21

S§23

S24

S§25

S26

S27

S18

S$19

S28

S31

76337

16239

357190

455420

11013

17660

255

4212

564909

161748

46

30.2

421

27.8

37

22.06

48.8

347
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More gains
on average
(1%) more
losses in

CpG
(0.1%)

More gains
on average
(8%) more
losses in

CpG (1%)

More
losses in
everything
(10%)

Gains and
losses but
more
losses
(15%) esp
CpG
Gains in all
(0.6%)
Losses in
all, highest
in CpG
(3%)

More
Gains in all
except
CpG and
TSS (about
even gains
/ losses)
0.06%
Gains in
all, close
to even in
CpG
(1.5%)

More
losses in
everything
(30%)
Losses in
all, highest
in CpG
(12%)

0.98

0.97

0.87

0.99

0.99

0.99

1

1.3186574
1297365

0.6671617
86059888

22633072
426716

1.3134762
4353447

0.9690632
58238819

0.6862022
03141241

0.9695262
59854654

0.7151830
57674551

1.2922761
271085

0.4911157
65447921

Fail

Pass

Fail

Fail

Fail

Fail

Fail



Tableau 9:

Sample

Résumé des résultats de CQ pour les échantillons de ShmC

Sample
Number
for

CpGEnrich

ment
graphs

Sample
Number
for INPUT
CpGEnrich

ment
graphs

Number of
Peaks
SHmC

Numberof Gainsvs
Reads Losses
SHmC

Saturation

Offset

Pass/Fail

Tet2_128 F

Tet2_224B

Tet2_229 A

Tet2_246.E

Tet2_385B

Tet2_447 E

Tet2_Z.189

Tet2_Z.286

S1

§2

S5

S6

S7

S11

S§12

S§13

S14

S§15

S16

S§17

S18

41

981

30

1330

13603

91

665

39.9 Gains and
losses
(even CpG)
gains only
TSS
(0.003%)

35.5 High
losses in
CpG and
TSS
(0.025%)

67.2 Mainly
losses
except
TSS
(0.025%)

33.7 Gains and
losses
more gains
in all esp
CpG
(2.5%)

35 Gainsinall
except
CpG
(0.3%)

43.5 More gains
inTSS
more
losses in
everything
else
(0.008%)

35.9 Gains and
losses but
more gains
esp CpG
and TSS
(0.25%)

46.7 No
difference
in CpG or
TSS
(0.0035)
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0.98

0.99

0.98

0.99

0.99

0.99

0.99

0.9964053
81716814

0.9812839
58171037

1.0832624
1438667

0.7977750
00064857

1.0664958
1460783

1.0419697

4225106

1.0347984
7628357

1.1007290
1820659

Fail

Fail

Fail

Pass

Fail

Fail

Fail

Fail



3.4.5 Reésultats des échantillons choisis

Aprées avoir retiré de 1’analyse les échantillons de faible qualité, au total 7 échantillons
¢taient analysables ; 2 échantillons de ShmC et 5 échantillons de SmC. Le contrdle de
qualité a révélé des problémes similaires, mais légérement moins graves, dans la qualité de
I'échantillon pour I'ensemble SmC, tandis que l'ensemble ShmC, qui se compose d'un seul

¢chantillon WT et d'un échantillon TET2, n'est pas statistiquement fiable.

Tableau 10: Echantillons finaux utilisés pour I'ensemble de données 5mC

Echantillons Résultats de CQ
Tet2 128.F PASS

Tet 224.B PASS

Tet2 447 E PASS

Tet2 7.304 PASS

WT 515.A PASS

Tableau 11: Echantillons finaux utilisés pour I'ensemble de données ShmC

Echantillons Résultats de CQ
Tet2 246.E PASS
WT 009.D PASS

3.4.6 Analyse des régions méthylées différentiellement

L'analyse de méthylation différentielle dans QSEA est basée sur des modeles linéaires
généralisés (GLM) et un test de rapport de vraisemblance, similaire aux tests effectués pour
détecter les génes exprimés de manicre différentielle, mis en ceuvre dans DESeq2 (189) ou
EdgeR (190) En bref, les nombres de lectures sont modélisés avec une distribution

binomiale négative avec une moyenne et un parameétre de dispersion. Pour chaque fenétre,
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le GLM est ajusté avec une fonction de lien logarithmique. Pour les tests de signifiance, un
modele réduit est ajusté et le rapport de vraisemblance (LR) des modeles est comparé a une

distribution de ‘Chi-squared’.

Les résultats de l'analyse DMR et DHMR ont été filtrés pour les régions avec une
annotation et une valeur p ajustée a < 0,01 et filtrés séparément pour les régions avec une
valeur p ajustée a < 0,1. La valeur p ajustée de filtrage < 0,01 a abouti a 18 535 régions
pour l'ensemble ShmC et 2 régions pour l'ensemble SmC. Le filtrage padj < 0,1 a identifié

596 333 régions pour ShmC et 30 régions pour SmC.
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Tableau 12: Les DMR dans TET2 vs WT 5mC

chr window_start window_end CpG_density CpG_density.1 Gene bodies
chrl 106633501 106634000 1.71334100266756 1.71334100266756

chrl 121426501 121427000 5.94131164464807 5.94131164464807 EMBP1
chr2 91821501 91822000 2.67752185562371 2.67752185562371

chr2 91974001 91974500 2.01911711124135 2.01911711124135

chr3 66537001 66537500 3.98890999545766 3.98890999545766 LRIG1
chr3 96870501 96871000 2.03451698942099 2.03451698942099 EPHA6
chr5 46354001 46354500 1.52615291344495 1.52615291344495 HCN1
chr7 17404501 17405000 2.0734486695675 2.0734486695675 MEOX2
chr7 61099001 61099500 4.30402808183102 4.30402808183102

chr7 129722501 129723000 0.98822923475088 0.98822923475088 KLHDC10
chr8 15414501 15415000 1.90838540216302 1.90838540216302 TUSC3
chr8 43805501 43806000 3.20142325985684 13.20142325985684 FNTA
chr8 43832001 43832500 4.35676095534684 4.35676095534684 HGSNAT
chr8 43836001 43836500 5.67201478185152 5.67201478185152

chr8 43837501 43838000 4.0924113581565 4.0924113581565

chr8 46843001 46843500 5.65672779928732 5.65672779928732

chr9 46812001 46812500 4.93898387490912 4.93898387490912 KGFLP1
chr9 46828001 46828500 2.27741372114796 2.27741372114796

chr9 66808501 66809000 2.62791956057473 2.62791956057473

chr10 42534501 42535000 5.88729259013734 ' 5.88729259013734

chril 48856501 48857000 2.64283770027575 '2.64283770027575

chril 48898501 48899000 2.58787770901264 '2.58787770901264

chri2 130877001 130877500 15.530252271221 15.530252271221

chrla 19033501 19034000 1.66704026566557 1.66704026566557

chrl4 22619001 22619500 3.05306517611968 3.05306517611968 TCRA
chrl7 71144501 71145000 6.88507122630349 6.88507122630349 SDK2
chr19 44580001 44580500 1.46898229431959 1.46898229431959 ZNF284
chr20 26313001 26313500 2.51875849871985 2.51875849871985

chrX 14122001 14122500 2.98010327425215 2.98010327425215 TRAPPC2
chrx 61716001 61716500 7.16259503062319 7.16259503062319

3.4.7 L’expression génique dans les TET2 vs WT

Afin d’identifier la modulation de 1’expression génique dans les TET2 vs WT, un RNA-
Seq a été effectué sur les individus qui possedent une mutation sur TET2 vs les individus
WT. Notre cohorte possede des échantillons d’ADN et aussi d’ARN qui ont été extraits au
moment du recrutement et du prélévement du sang des individus de notre cohorte. Le RNA-

Seq a été effectué sur 4 individus TET2 et 5 individus WT. Les résultats sont présentés
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dans la Figure 24 (page 97). Une légére modulation de 1’expression de certains génes est

observée mais cette différence n’est pas statistiquement significative.
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Figure 24:  Expression génique dans les TET2 vs WT

(A) Heat-map qui représente 1’expression des genes dans les TET2 VS WT, (B) Volcano
Plot qui démontre les génes qui sont surexprimés VS les génes qui sont sous-exprimeés
dans les TET2 VS WT, (C) PCA regroupement les TET2 et les WT.
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CHAPITRE 4
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4. DISCUSSION

4.1 Ktiologie du ratio du biais de I’inactivation du chromosome X dans les cellules

sanguines de femmes vieillissantes

4.1.1 Résumé des travaux de recherche

Le vieillissement de I’hématopoiese chez I’humain est le champ d’intérét du laboratoire de
Dr Busque depuis une vingtaine d’années (52). De nombreuses études, dont la notre, ont
démontré une augmentation du ratio de biais de I'ICX dans les cellules sanguines apres
l'age de 50 a 60 ans (54) (71). Plusieurs causes peuvent expliquer ce phénomene (122).
Dans le cadre des travaux de recherche de cette thése, nous nous sommes concentrés sur
(1) la sélection hémizygote (les cellules avec un des deux X parentaux dans 1’état actif
dominent 1’autre population) qui est considérée comme génétiquement prédéterminée et
(i1) I’acquisition de mutations acquises dans les cellules somatiques de moelle osseuse et

donnant un avantage de croissance dont, par exemple, TET2, DNMT3A4 et ASXLI.

La premiére partie de nos travaux porte sur la caractérisation moléculaire de ces deux
phénomeénes et particulieérement sur 1’identification de variants génétiques responsables de
la sélection hémizygote. Pour ce faire, nous avons utilisé les cellules sanguines de 3002
individus agés entre 37 et 100 ans dont certains avaient des liens familiaux (apparentés) et
d’autres sans lien (non apparentés). Ceux qui sont liés forment 311 familles. Les cellules
sanguines de ces individus ont été séparées en fractions PMN et mononucléaires qui se
présentent en cellules T (CD3 +), cellules B (CD19 +) et monocytes (CD14 +). Ces

fractions de cellules sanguines ont été comparées avec les cellules épithéliales de chacun

-99_



de ces individus. Par la suite nous avons mesur¢ le ratio de I’'ICX en utilisant la méthode
de HUMARA permettant ainsi d’obtenir deux mesures différentes, le DS et le Psup. Ces
mesures ont été utilisées dans nos calculs statistiques dans le but de répondre aux objectifs
suivants :
1- Identifier la corrélation entre le biais de ’ICX et le vieillissement dans des tissus
spécifiques,
2- Identifier la corrélation entre le biais de I'ICX et les mutations somatiques
acquises et évaluer l'impact de CHIP sur I'ICX,
3- Identifier une cohorte d'individus sans mutation somatique pour tester 1'héritabilité
du trait de biais,
4- Effectuer une analyse GWAS et par liaison génétique pour identifier le SNP

associé au trait de biais de 'ICX.

Les résultats générés par ces études ont révélé plusieurs découvertes pertinentes dans la
compréhension de 1’étiologie du biais de I'ICX en permettant de faire la distinction entre
le phénomene de sélection hémizygote et 1’acquisition de mutations donnant un avantage
de croissance ainsi que la découverte pour la premiére fois des régions sur I’ADN liées au
biais de I'ICX. Ces régions, qui sont représentées par des SNP sur le chromosome 1 et le
chromosome X, démontrent la présence d’une composante génétique contribue au biais de
I’ICX et la possibilité qu’une interaction entre ces génes puisse exister et probablement
I’interruption de cette interaction peut étre la cause de la sélection hémizygote. Ces
résultats sont en préparation pour soumission dans le journal Blood. Dans cette section

nous mettrons en contexte la pertinence de ces résultats dans la compréhension de la
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relation entre le biais de I’'ICX et les types de tissus et de cellules sanguines, 1’age, le VAF
des mutations CHIP, et I’héritabilité. De plus, nous allons mettre en évidence I’importance
de la découverte, grace aux études de génotypage, des régions sur I’ADN qui sont associées

au biais de I’ICX.

4.1.2 La prévalence du biais de ’ICX varie en fonction des tissus et des types de

cellules

Nous avons démontré que la prévalence du biais de I’'ICX est plus élevée dans les cellules

sanguines que dans les cellules épithéliales (

Figure 9, page 64). Nos données démontrent que les tissus dérivés du sang expriment la
prévalence la plus ¢élevée de biais de I'ICX, ce qui est cohérent avec les travaux antérieurs
de Zito et al. qui ont également démontré une augmentation de la prévalence du biais de
I’ICX dans les cellules sanguines mais pas dans les cellules adipeuses et cutanées (29). Le
fait que le biais de I’ICX est inférieur dans les cellules T par rapport aux PMN pourrait étre
expliqué par la probabilité que ce phénomeéne ne se produise que dans les cellules souches
my¢loides. Il est possible également que le biais de I'ICX se produise également dans le
pool de cellules souches lymphoides, mais ceci serait masqué dans la population de cellules
T car une proportion importante de cellules T présentes dans le sang se forment plus tot
dans la vie, avant l'initiation du biais de I'ICX, tel que démontré par Gale et al. (145). De
plus, un renouvellement cellulaire plus fréquent pourrait augmenter le risque de biais,
comme dans les cellules myéloides et, par conséquent, la longévité plus longue des cellules

T entrainerait moins de biais de I’ICX.
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Afin d'examiner la corrélation du biais de I'ICX entre les tissus, nous avons comparé les
niveaux de biais en utilisant la mesure Psup dans tous les échantillons de tous les individus
qu’ils soient CHIP ou non. Nous avons observé une forte corrélation des scores Psup chez
différents types de cellules sanguines (Table 1, page 62; Figure 10, page 65). Ces résultats
concordent avec 1’étude de Zito ef al. qui ont démontré dans une cohorte de jumeaux que
le biais de I’'ICX est similaire entre les cellules immunitaires mais différe avec les cellules
adipeuses et les cellules cutanées (29). La corrélation la plus forte de Psup est entre les
PMN et les monocytes ce qui indique que les tissus myéloides peuvent partager des niveaux
de biais de I'ICX trés similaires, suivis par la corrélation entre les cellules PMN et les
cellules B puis celle avec les cellules T. Les monocytes présentent une corrélation plus
forte avec les cellules B qu'avec les cellules T. La corrélation entre les cellules sanguines
et les cellules épithéliales est la plus faible. L'analyse des cellules de moelle osseuse de
trois femmes en bonne santé dont leurs cellules sanguines périphériques présentent un biais
de I'ICX a révélé une bonne corrélation entre les cellules progénitrices hématopoiétiques
immatures (cellules CD34*°CD38"®) et tous les types de cellules sanguines (données non
présentées). Ceci suggere que le biais de I'ICX se produit au niveau des cellules
hématopoiétiques souches avant la différenciation des lignées cellulaires. Ainsi, nous
avons documenté une concordance du biais de I'ICX entre les cellules précurseurs

hématopoiétiques CD34”*CD38"® et toutes les lignées de cellules sanguines.

De plus, nos données démontrent que le biais de ’ICX est spécifique aux tissus et indiquent

que les motifs de I'ICX pourraient étre partiellement controlés par des mécanismes de
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régulation spécifiques aux tissus, ce qui est en concordance avec les travaux précédents de

Zito et al. (29).

4.1.3 Le biais de ’ICX dans les cellules sanguines varie selon 1’age.

Nous savons que les niveaux de biais de ’ICX dans les cellules sanguines augmentent avec
I'age, comme le démontrent plusieurs études incluant la notre (152, 191, 192) (54).
Cependant, les connaissances sur la relation entre le biais de ’ICX et le vieillissement des
cellules sanguines sont tres limitées. Afin d'explorer ceci, nous avons étudié¢ l'association
entre 1'age et le ratio de biais de I'ICX dans les PMN, les monocytes, les cellules B, les

cellules T et les cellules épithéliales (Figure 27, page 149).

La prévalence de biais de I'ICX augmente avec I'dge dans toutes les cellules sanguines,
mais l'association n'était pas statistiquement significative dans les cellules B ni dans les
cellules épithéliales. Nous pensons fortement que le faible nombre de cellules B est la cause
pour laquelle la corrélation entre le biais de I’'ICX et 1’age n’est pas statistiquement
significative dans les cellules B. La corrélation entre 1’age et le biais de I’'ICX est forte dans
les PMN et les cellules CD14 mais faible dans les cellules T, ce qui pourrait également étre
expliqué par la longévité des cellules myéloides par rapport aux cellules T tel qu’expliqué

auparavant.

L'prévalence de biais de I'ICX augmente progressivement avec l'dge, de sorte que pres de
60% des femmes de plus de 80 ans présentent un biais de 'ICX dans leurs PMN et leurs

monocytes. Cela suggere que la plupart des femmes pourraient éventuellement présenter
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un biais de I’ICX dans leurs cellules myéloides si elles disposent de suffisamment de temps
et que le biais de I'ICX serait de ce fait un phénotype trés répandu dans les populations
vieillissantes. Nous avons donc démontré que le biais de I’ICX augmente avec I’age et que
ce phénomene est spécifique et distinctif aux tissus sanguins, puisque 1’on n’observe pas
de biais dans les cellules épithéliales, ni de biais de 'ICX lié a I'age dans les cellules

épithéliales.

4.1.4 Le biais de PICX est associé avec le VAF des mutations CHIP

Les mutations CHIP sont associées a un risque accru de cancer et de mortalité et leurs
prévalences augmentent avec 1'age, tout comme le biais de I’'ICX (87, 95). Cependant, il
n'y a aucune preuve d'une corrélation entre le biais de I'ICX et les mutations CHIP. Afin
d'explorer ceci, nous avons étudi¢ l'association entre le biais de 'ICX et les mutations
CHIP en utilisant la mesure de DS et les VAF des mutations CHIP que nous avons obtenus
par séquengage de I’ADN des individus de la méme cohorte en utilisant la technologie de
NGS (95). Ces travaux nous ont donc permis de démontrer que le DS des cellules PMN est
positivement associé avec le VAF des mutations CHIP, avec le VAF des individus porteurs
de mutations sur 7E7?2 et avec le VAF des individus porteurs de mutations sur DNMT3
(Tableau 16, page 150). Ces résultats ont été¢ abordés sommairement dans une de nos études

publiées dans Blood en 2017 (95).

Une étude précédente a suggéré qu'une sélection positive de cellules porteuses d'une
mutation somatique conduit a une HC et a un biais de I'ICX car les cellules sélectionnées

portent le méme chromosome X parental inactivé (29). Cette HC induite par une mutation
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somatique (ou CHIP) est connue pour se produire chez des personnes agées en bonne santé
(4, 112). Les résultats de cette étude concordent avec nos résultats, ce qui suggere fortement

que le biais de I'ICX corr¢le avec les mutations CHIP.

Une autre étude antérieure réalisée sur des patients atteints de polyarthrite rhumatoide
(193) rapporte que I’HC module l'inflammation chronique chez ces patients. Ceci a été
effectué en comparant les résultats de mutations avec des parameétres cliniques dans le but
d’étudier les associations entre ’HC et le phénotype clinique. Ils ont découvert que les
mutations TET2 et DNMT3 sont les mutations les plus courantes chez ces patients et ont
suggéré que ces mutations pourraient donner un avantage de survie aux clones affectés. Ils
ont également démontré que la prévalence de ’'HC augmente avec 1'age chez les patients
atteints de polyarthrite rhumatoide. Cela dit, 1a hausse du biais de I’ICX chez les personnes
atteintes de cette maladie par rapport a ceux qui ne sont pas atteints pourrait s'expliquer par
l'augmentation de la prévalence de I’HC avec l'age chez les patients atteints (193). Par
ailleurs, I'¢tude de Zito et al. a démontré que le biais de 'ICX augmente chez les fumeurs
plus agés (29) ce qui est cohérent avec I'augmentation du I’HC observée chez les fumeurs
(88, 112). Dans I'ensemble, ces données, y compris les notres, suggerent fortement un lien

possible entre le biais de I'ICX et I’'HC.

Les résultats de nos travaux démontrent donc que le phénomene de biais de ’ICX peut étre
causé par 1’acquisition de mutations donnant un avantage de croissance dans les cellules
somatiques de moelle osseuse, ce qui est completement différent des causes génétiquement

prédéterminées.
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4.1.5 L'héritabilité du biais de ’ICX est partiellement génétique

Les études chez les jumeaux sont un modele solide pour étudier I'héritabilité des caractéres
complexes. Des études antérieures réalisées sur des jumeaux ont démontré que le biais de
I’ICX dans les échantillons de sang est héréditaire : h2 = 0,68 dans les granulocytes de
jumeaux vieillissants, 0,58 dans les cellules sanguines périphériques et 0,34 dans les
lignées cellulaires lymphoblastoides (29, 71, 72, 194). Cependant, ces études n'ont pas
examiné I'héritabilité dans les PMN, les cellules T et les cellules épithéliales en utilisant
les mesures de DS et de Psup. Pour estimer l'influence des effets génétiques (héritabilité)
et des facteurs environnementaux sur le biais de I'ICX dans ces trois tissus, nous avons
évalué les tissus prélevés chez 1734 femmes, dont certaines sont des CHIP et d'autres non
CHIP, issues de 311 familles franco-canadiennes en utilisant une approche par paires
fraternelles. En utilisant le DS, nous avons été en mesure de démontrer que le biais de
I’ICX est héritable dans les PMN (h2 = 0,097), dans les cellules T (h2 = 0,255) mais pas
dans les cellules épithéliales (h2 = 0,045) (Table 2, page 62). Par contre, en utilisant le
Psup, nous avons trouvé que le biais de I'ICX est héritable dans les PMN (h2 = 0,205),
dans les cellules T (h2 = 0,303) mais également dans les cellules épithéliales (h2 = 0,310)
(Table 2, page 62). Ainsi, nous avons constaté que 1'héritabilité de biais de I'ICX dans le
DS est présente dans les tissus sanguins mais pas dans les cellules épithéliales. La présence
de I'héritabilité¢ dans les cellules sanguines des femmes adgées uniquement confirme notre
hypothese selon laquelle il existe une association entre le biais de I'ICX et I’'HC et ceci est
cohérent avec les travaux de Zito ef al. ou ils ont démontré que le biais de 'ICX est

héritable dans le sang des femmes de plus de 55 ans mais pas chez les individus plus jeunes
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ou dans d'autres tissus (29). Nous avons également constaté qu’en retirant les individus
CHIP de I’analyse (données non-présentées), I’effet est peu important sur I’héritabilité.
Ceci est possiblement dii a un petit nombre d’individus ou parce que les mutations CHIP

pourraient étre des phénocopies, causant ainsi un impact sur 1’héritabilité.

Des études antérieures sur des jumeaux ont affirmé que le biais de I’'ICX dans le sang avait
une composante génétique (29, 71, 72, 194). En outre, I'héritabilité du biais de ’ICX dans
les cellules sanguines chez les femmes vieillissantes confirme le rdle des variants
génétiques en tant que régulateurs du biais de I'I[CX qui varient selon I’age. Dans
'ensemble, nos données convergent pour suggérer un locus sur un géne lié au chromosome
X, prédisposant le biais de I’'ICX. Cette hypothése est soutenue par des études qui ont
indiqué que (i) la sélection hémizygote pourrait également favoriser des motifs de biais de
I’ICX dans les cellules saines, (ii) une sélection positive de cellules portant une mutation

liée au chromosome X conduit au biais de I’ICX (29, 70).

Cependant, le seul moyen qui peut nous aider a trouver un variant possiblement associé¢ au
biais de I’ICX chez les femmes vieillissantes est d'utiliser I’analyse par liaison génétique,
une méthode d'analyse statistique développée pour cartographier les génes par rapport a

leurs emplacements chromosomiques en fonction d’un trait héréditaire.

4.1.6 Des SNP sur le chromosome 23 et 1 sont associés avec le biais de ’ICX

Afin d'étudier l'implication possible d'un variant génétique associé au biais de I'ICX dans

les cellules sanguines de femmes apparentées, nous avons réalisé une analyse par liaison
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génétique sur notre cohorte qui contient 311 familles. Compte tenu de nos résultats
d'héritabilité qui ont démontré que le biais de I'ICX est héréditaire dans les cellules
sanguines, nous nous attendions a ce que 1’étude de liaison puisse identifier une région
associée avec le trait de biais de I'ICX. En effet, des régions intéressantes ont été identifiées

sur les chromosomes 1 et X qui pourraient étre associées a un trait de biais de 'ICX.

L'analyse QTL réalisée sur tous les échantillons de cellules T en Psup a révélé une région
associée sur le chromosome X qui dépasse le seuil de 3,9 LOD (Figure 13A, page 69). En
effet, cette région a un score LOD de 5 ce qui est statistiquement significatif. Cette tres
grande région contient de nombreux genes intéressants tels que I’/L2RG (Figure 13B, page
69), qui est un géne qui code pour la chaine gamma commune du récepteur, également
connue sous le nom de sous-unité de récepteur d'interleukine-2 gamma. Ce récepteur est
commun pour plusieurs cytokines et joue un réle important dans la régulation du systéme
immunitaire notamment les cellules T (195). Cela dit, plusieurs études nous laissent penser
que nous pourrions trouver des régions d'intérét associées au biais de I'ICX sur le
chromosome X (70, 74). En effet, une de ces ¢tudes a démontré chez les chats femelles
Safari qu’une forme excessive de biais de I'ICX sans conséquence pathologique se
développe lors du vieillissement et est le résultat de la sélection hémizygote. Ils ont aussi
démontré un avantage compétitif pour tous les CSH avec un phénotype chromosomique X
spécifique et, qu'un géne du chromosome X (ou des génes) régule la réplication, la
différenciation et / ou la survie des CSH (70). L’autre étude portant sur deux femmes
hétérozygotes atteinte d’agammaglobulinémie liée au chromosome X a démontré que le

défaut génétique responsable de cette maladie affecte les cellules T ainsi que les cellules
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B. Les auteurs de cette étude considérent que des études de cartographie permettront
l'identification et la fonction du geéne responsable de l'agammaglobulinémie liée au
chromosome X (74). Dans nos résultats, la présence d’un SNP sur le chromosome X dans
les cellules T avec un LOD fort suggerent fortement que cette région pourrait étre liée au
trait de biais de ’'ICX. En somme, la présence de génes importants dans la régulation du
systéme immunitaire, notamment les cellules T, tel que I’/L2RG, renforce notre hypothése

que probablement un de ces génes est responsable de la sélection hémizygote.

Lors de nos analyses par liaison génétique, une autre région sur le chromosome 1 avec un
score LOD tres ¢levé de 6 a été retrouvée grace a une analyse VC sur tous les échantillons
de PMN Psup (Figure 13C, page 69). Cette région contient de nombreux génes intéressants
tels que I’/L6R (Figure 13D, page 69). Le géne de I’/L6R code pour la glycoprotéine 130
(gp130) qui est un récepteur commun a plusieurs cytokines de la famille de I’IL6. gp130
joue un role central dans la régulation de plusieurs processus biologiques tels que la
régulation de la réponse immunitaire, le métabolisme et le systéme nerveux (196). Par
ailleurs, I'analyse QTL effectuée dans les échantillons de PMN et de cellules B a identifi¢
une région associée sur le chromosome 1 avec un score LOD de 3,2 et 3,4 respectivement.
Ce score LOD est inférieur au seuil de 3.9 LOD. Fait intéressant, toutes ces régions sont

situées sur les mémes locus du chromosome 1.

La détection d'une autre région possiblement associée au biais de I’'ICX sur le chromosome
1 nous a conduit a concevoir plusieurs hypothéses : (i) cette région pourrait étre associée a

un geéne ou un sous-ensemble de génes qui pourraient jouer un rdle dans la régulation des
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genes sur le chromosome X, (ii) cette région pourrait étre associée a des génes avec un
polymorphisme associé a un avantage de croissance cellulaire. En effet, cette région
possede aussi un nombre de génes importants tel que I’JL6R et I’interaction entre certains
genes pourrait jouer un role dans la régulation de la croissance des cellules. L’interruption
de cette interaction causée par un défaut sur un gene li¢ au chromosome X pourrait étre la

cause de I’avantage de croissance qui conduit au biais de 'ICX.

Lors de nos analyses par liaison génétique, nous avons é¢galement détecté d’autres régions
associées au biais de I'ICX sur différents chromosomes (Figure 28 a Figure 31, pages 151
a 154). Ces régions sont représentées dans le Tableau 13 (page 111). Elles pourraient étre
importantes puisqu’il est possible que d’autres genes situés sur divers chromosomes jouent
aussi un role sur I’initiation du biais de I’'ICX. Ceci dit, nous nous sommes concentrés sur
le chromosome X, puisque nous pensons fortement que la sélection hémizygote est lice a
un gene sur ce chromosome, et sur le chromosome 1 puisqu’une région de celui-ci sort

dans plusieurs analyses avec un LOD trés fort.
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Tableau 13: Résultats d'analyse par liaison génétique en 2-points avec Merlin sur le trait
du biais de I'ICX

Mesure

Analyse

Individus

Tissus

Chromosome

SNP

DS

QTL

ALL

Monocytes

Cellules B

Cellules T

PMN

Cellules épithéliales

CHIP Neg

Monocytes

Cellules B

Cellules T

PMN

Cellules épithéliales

vC

ALL

Monocytes

Cellules B

Cellules T

PMN

Cellules épithéliales

CHIP Neg

Monocytes

Chr 6

rs116343052

Cellules B

Chr 2

rs74685148

Cellules T

PMN

Cellules épithéliales

Pasup

QTL

ALL

Monocytes

Cellules B

Chrl

rs12116550

Cellules T

Chr23

rs4827384

PMN

Chrl

rs6671166

Cellules épithéliales

CHIP Neg

Monocytes

Cellules B

Cellules T

Chr23

rs2497911

PMN

Chrl

1574636473

Cellules épithéliales

Chrl8

1s77943753

vC

ALL

Monocytes

Cellules B

Chrl

1s9426935

Cellules T

PMN

Chrl

rs6427005

Cellules épithéliales

CHIP Neg

Monocytes

Cellules B

Cellules T

Chr8

156468592

PMN

Chrl

rs151277197

Cellules épithéliales
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4.1.7 KEtude d'associations génomiques (GWAS)

Selon nos résultats d’héritabilité dans le biais de I’'ICX, une composante génétique pourrait
jouer un role dans 1'initiation du biais de I’ICX. Nous avons émis I'hypothése qu'un variant
génétique pourrait jouer un role de régulateur de biais de ’ICX dans les cellules sanguines
qui varie selon l'dge. Afin d'explorer cette hypothése, nous avons mené une étude
d'association génomique (GWAS) en utilisant une cohorte de 3000 femmes apparentées et
non apparentées. Ces femmes en bonne santé ont été recrutées sans a priori. Les femmes
agées de 55 ans et plus ont été séquencées pour identifier les génes mutés de maniére
récurrente dans les tumeurs malignes my¢loides (DNMT3A, TET2, JAK2, ASXLI, TP53,
CBL, KRAS, RUNXI, IDH2, GATA2, NRAS et CEBPA). Ces genes sont impliqués dans le
CHIP. Bien que I'héritabilité ait démontré que le biais de I'ICX est héréditaire dans les
cellules sanguines, le GWAS n'a détecté aucun locus de génes li¢ au trait de biais de 'ICX.
L'explication possible de ces résultats est que le biais de I’ICX est un trait complexe et qu'il
peut y avoir un grand nombre de génes impliqués. La forte prévalence du biais de I'ICX
dans les cellules sanguines chez les femmes en bonne santé pourrait également compliquer
la découverte d'un géne spécifique associé au trait sur le chromosome X. Dans les travaux
antérieurs de Zink et al. (112) sur la base de 1'analyse de 11 262 Islandais, une délétion de
la lignée germinale dans l'intron 3 du gene de la TERT qui prédispose a I’HC a été trouvée.
Dans une étude récente basée sur l'analyse de 97 691 participants de diverses ascendances,
3 loci associés au statut CHIP incluant TERT et TET2 ont également été trouvés (197).
Ainsi, notre cohorte peut étre trop petite pour trouver un géne spécifique responsable du

biais de I’'ICX. Une autre possibilité pour expliquer pourquoi notre cohorte ne nous a pas
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donné les mémes résultats peut étre due aux origines différentes des individus de ces

cohortes.

4.2 Pénétrance oncogénique de la mutation de TET2 chez les individus agés

4.2.1 Résumé des travaux de recherche

Le vieillissement est I'un des facteurs de risque les plus importants dans le développement
de tumeurs myé¢loides malignes (122). Cependant, la relation entre I'hématopoiese
vieillissante et le développement de ces cancers est inconnue. Récemment, notre groupe et
d'autres ont documenté que des mutations acquises se produisent dans les cellules
sanguines d'individus vieillissants (4, 6, 177). Notre groupe a démontré que > 10% des
personnes de plus de 65 ans ont une mutation de perte de fonction dans un geéne appelé
TET2. TET2 appartient a la famille des enzymes de TET (TET1, 2 et 3) (178). Les enzymes
TET2 modifient la méthylation en catalysant 1'oxydation du groupe méthyle de la SmC
pour former des ShmC (179). Le SmC et le ShmC ont des roles régulateurs spécifiques dans
l'expression génique et ils sont considérés comme une modification épigénétique
indépendante (180). TET2 subit trés souvent une mutation somatique dans les cellules
cancéreuses hématopoiétiques, spécifiquement dans les tumeurs malignes myéloides, et

son inactivation est en corrélation avec un phénotype d'hyperméthylation (4, 122).

L'objectif global de notre recherche est de comprendre comment les mutations TET2
menent a la transformation. Notre objectif est de mesurer 1'impact de la mutation TE72 sur

I'épigénome (méthylome, hydroxyméthylome) puis d’identifier lesquelles de ces marques
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épigénétiques ont un potentiel oncogéne. Nous avons congu 3 groupes de sujets : (i) un
groupe d'individus vieillissants normaux sans aucune mutation dans 7E72 (TET2wt=7),
(i1) un groupe de sujets vieillissants avec des mutations 7E72 (TET2mut=10) et (iii) un
groupe de patients atteints d'un cancer my¢loide et présentant une mutation dans TET2

(TET2cancer=0).

Nous avons utilis¢ des méthodes de méthylome et d'hydroxyméthylome suivies d'un
séquencage a l'aide du NGS et de l'expression génique (RNA-Seq) pour identifier les
marques ¢épigénétiques spécifiques des 3 groupes. Cela permettra de déterminer si
TET2mut affecte ShmC ou 5SmC dans des locus spécifiques du génome par rapport a
TET2wt. Une fois les marques épigénétiques spécifiques de TET2mut identifiées, nous les
comparerons a celles documentées dans le groupe TET2cancer. Nous pourrons identifier
ceux qui sont enrichis en cancer, donc potentiellement oncogenes. Nous estimons que la
comparaison des 3 groupes permettre de déterminer les régions géniques affectées par la
mutation 7ET2 ou les régions qui pourraient contribuer avec la mutation 7E72 afin de

déclencher le cancer.

4.2.2 Processus de sélection de la méthode

Il existe de nombreuses méthodes pour cibler la modification de la cytosine; (i) les
méthodes de résolution a un seul nucléotide qui utilise des dérivés d'oxydation de SmC
impliquant I'utilisation d'un séquengage au bisulfite (BS-seq) ou d'un séquencage de
troisiéme génération, et (ii) la méthode d'enrichissement d'affinité. Les méthodes de

résolution a un seul nucléotide sont tres intéressantes puisqu’elles sont tres spécifiques pour
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cibler les modifications SmC et ShmC mais nécessitent des appareils de séquencage tres
puissants qui ont la capacité de séquencer des fragments d’ADN de plus grande taille. Etant
donné que les appareils de séquengage de notre labo sont ceux d’lon torrent, nous n’étions
pas en mesure d’utiliser les méthodes de résolution a un seul nucléotide puisque les
appareils d’lon torrent disponibles peuvent seulement séquencer des fragments de 250 pb
maximum. Par conséquent, la méthode d'enrichissement d'affinité a été sélectionnée.
L’enrichissement par affinité est obtenu en utilisant des anticorps qui reconnaissent

spécifiquement les modifications ou les dérivés de 1’oxydation SmC ou ShmC (198).

La méthode DIP a été choisie pour le SmC puisqu’il est abondant sur le génome humain,
presque 5% des cytosines sont méthylées, et ceci facilite son immunoprécipitation (199).
A T’inverse, le ShmC n’est pas trés abondant sur le génome ou 0.05% des cytosines sont
hydroxymethylées (200). Ceci signifie que son immunoprécipitation peut étre difficile et
que nous voulions recourir a la méthode appelé hMe-Seal qui est plus fiable pour obtenir
une bonne quantité de ShmC. Cette méthode est basée sur un étiquetage chimique sélectif
au ShmC avec une biotine. En exploitant le processus de glucosylation naturelle du ShmC
par la B-glucosyltransferase, plusieurs méthodes ont ét¢ développées pour marquer
chimiquement et enzymatiquement le ShmC avec la biotine (198). Malheureusement, la
trousse de cette méthode n’est plus sur le marché. Nous avons donc été dans 1’obligation
d’utiliser la méme méthode que le SmC en se basant sur le fait que plusieurs études 1’ont

utilisé antérieurement comme méthode d’enrichissement pour le ShmC (201).
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La méthode DIP consiste a utiliser un anticorps ciblant le 5Smc ou le Shmc pour
immunoprécipiter les fragments d'ADN méthylé ou hydroxyméthylé¢ pour ensuite les
séquencer (Figure 14, page 75). Cette méthode nous donne la possibilité d’observer les
cytosines modifiées dans tout le génome avec un biais minimum. En revanche, 1’utilisation
des anticorps peut causer des problémes de bruits de fond puisque les anticorps peuvent
immunoprécipiter des fragments non-spécifiques qui peuvent influencer les résultats de
I’enrichissement. Ce bruit de fond de fragments non-spécifiques est d’autant plus critique
dans le cas du ShmC qui est en faible quantité sur le génome. Cela dit, la forte affinité des
anticorps contre le Smc et le ShmC a ét¢ démontrée grace aux controles positifs et négatifs
fournis avec la trousse de la compagnie Cell-Signalling qui a été utilisée pour effectuer le
DIP. Ainsi, le gene endogene fourni comme contrdle pour le SmC et le Spike fourni comme
controle pour le ShmC ont permis de démontrer que I’enrichissement obtenu par cette
méthode est spécifique (

Figure 17, page 83, et Figure 18, page 84).

Aprés I'immunoprécipitation les fragments enrichis ont été quantifiés par qPCR. Cette
quantification a démontré que I’enrichissement par immunoprécipitation du SmC était
efficace et spécifique par rapport a I’IgG de souris, le contrdle négatif (Figure 19, page 85).
Pour ce qui est de I’enrichissement par immunoprécipitation du ShmC, celle-ci a donné les
résultats attendus puisque le ShmC est 20 fois moins abondant dans la cellule que dans le
5mC (Figure 19, page 85). Par contre, la présence d’un enrichissement de 1’IgG semble
indiquer que I’anticorps anti-ShmC est moins spécifique. En se basant sur les controles et

les valeurs de quantification par qPCR, nous avons validé la méthode de méthylome et
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d’hydroxyméthylome et cette méthode pourra étre utilisée pour identifier les cibles

génétiques qui confeérent un potentiel de transformation maligne.

L’instrument Ion Chef™ prépare 2 puces 4 la fois et chaque puce contient un seul individu.
L’Ton Proton™ séquence une puce 4 la fois. La lecture de chacune de nos puces a obtenu
entre 30 et 40 millions de reads par individu. Certains papiers démontrent que 40 millions
de reads sont suffisants pour chaque individu, tandis que d’autres montrent qu’il faut
obtenir 80 a 100 millions de reads par individu (202). Il est donc possible que le nombre
de reads obtenu par individu a nui aux tests de CQ et qu’on doit probablement fournir 80
a 100 millions de reads par individu pour couvrir complétement les fragments a séquencer

afin d’obtenir un séquencage de plus grande qualité.

L’autre probléme rencontré avec cette méthode est qu’il n'y a pas de trousse
commercialement disponible commercialement pour faire le meDIP ou hmeDIP par NGS,
encore moins pour les instruments d’lon Torrent. De ce fait, un protocole a di étre
développé puis validé en sélectionnant les anticorps et les réactifs de préparation de la
bibliothéque et en configurant les conditions appropriées (quantité, taille, temps) pour le
NGS et les instruments de séquengage d’lon Torrent. Les fragments obtenus ont di étre
analysés sur un bio-analyseur avant la fragmentation par sonication, puis une sé¢lection des
fragments de 250pb a été effectuée. Deux méthodes de qPCR ont été réalisées ; une apres
I’immunoprécipitation pour quantifier les fragments immunoprécipités et une autre apres
I’amplification des fragments immunoprécipités. Toutes ces étapes ont comme objectif de

favoriser un enrichissement et un séquencage spécifique. Or, une de ces étapes est peut-
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étre responsable du rejet des échantillons par I’analyse de CQ. Cette étape a lieu apres la
quantification des fragments immunoprécipités. Ces fragments doivent étre amplifiés par
PCR selon leur quantité, c’est-a-dire que le nombre de cycle doit étre augmenté afin de
compenser pour une faible quantité de fragments. Par exemple, si la quantité du SmC est
entre 5-10 ng, les fragments doivent étre amplifiés de 10 a 12 cycles. Dans le cas ou la
quantité de SmC est faible, 2 cycles de PCR sont ajoutés pour obtenir la quantité requise
pour le séquencage. En revanche la quantité de fragments ShmC est toujours faible donc le
nombre de cycle devaient étre augmenté pour atteindre de 14 a 16 cycles. En rétrospective,
nous pensons que I’augmentation des cycles de PCR ont également amplifi¢ les fragments
non-spécifique qui peuvent avoir influencé le séquengage. Or, il n’est pas possible de
déterminer si cette étape a endommagé notre bibliotheque jusqu’a ce que les fragments
soient séquencés et les analyses de CQ soient réalisées. Compte tenu du fait que la quantité
des fragments de SmC et ShmC immunoprécipités est un élément crucial pour I’efficacité
du séquencage, la méthode développée pourrait étre améliorée en vérifiant préalablement
I’efficacité de 1’affinité des anticorps anti-SmC et anti-ShmC, en utilisant les anticorps d’un

autre fournisseur ou en utilisant une trousse de meilleure qualité.

4.2.3 Les méthodes d’analyses bioinformatiques

L’analyse bioinformatique a été réalisée en utilisant des programmes développés
spécifiquement pour analyser le méthylome et I’hydroxyméthylome. L analyse de CQ est
constituée de plusieurs étapes : le calcul de I’enrichissement de CpG de chaque individu,
le calcul de I’enrichissement de CpG par rapport a son INPUT, le calcul des PEAK

CALLING dans les SmC et ShmC, et I’estimation de la couverture de ’OFFSET. Ces
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étapes permettent de trier les échantillons afin de conserver seulement ceux qui répondent
aux criteres de CQ. Dans le nombre d’échantillons qui ont été rejetés plusieurs
correspondent aux échantillons de ShmC. Le rejet de ces échantillons démontre qu’il y a
eu des problématiques soit au niveau du processus d’enrichissement qui a résulté en un
faible enrichissement du SmC ou du ShmC, soit au niveau de I’amplification des fragments

non-spécifiques qui a augmenté le bruit de fond et qui a nui a la qualité du séquencage.

D’autre part, une étape de CQ a été ajoutée a notre procédure dans le but de déterminer la
spécificité de I’enrichissement en comparant I’immunoprécipitation a son INPUT. Cette
¢tape n’est pas recommandée par les études qui ont utilis¢é la méme approche (201)
puisqu’ils pensent que 'INPUT n'est pas nécessaire pour le meDIP et le hmeDIP car,
contrairement au ChIP-seq, I'INPUT pour le meDIP est requis seulement dans le cas du
séquencage du génome entier. Le Génome Science Center a ainsi indiqué que I'INPUT
n’est pas utile aux analyses des méthodes meDIP et hmeDIP (203). Ainsi, ['utilisation de

I’INPUT peut aussi nuire aux tests de CQ.

L’analyse différentielle de la méthylation a été réalisée sur les échantillons qui ont répondu
aux criteres de CQ. Dans les échantillons de SmC séquencés, ceci représente 4 TET2 et un
seul WT. L’analyse des DMR effectuée sur ces échantillons a identifi¢ 30 DMR dans TET2
vs WT. Ce nombre est trés faible par rapport aux études qui ont fait le méme type d’analyse
chez des souris tet2 knock out (204). Dans les échantillons de ShmC séquencés, un seul
TET2 et un seul WT répondaient aux criteres de CQ. L’analyse de DHMR a été réalisée

sur ceux-ci malgré le faible nombre d’échantillons. Bien que le nombre de DHMR
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identifiés est trés grand, aucun n’est statistiquement significatif. De plus, ’analyse Gene
Ontology (GO) des genes qui contiennent ces DMR et ces DHMR ne donne aucune voix
de signalisation intéressante. Ainsi, nous sommes arrivés a la conclusion que les résultats
de DMR et DHMR ne sont pas fiables pour deux principales raisons : (1) la faible qualité
des échantillons, relevée par les tests de CQ, est probablement la cause qui a nui a
I’identification d’un nombre élevé de DMR et de DHMR, (2) la fiabilité des tests
statistiques a été grandement réduite par le faible nombre d’échantillons analysés. Il est
¢galement probable que I’effet de TET2 soit faible vu que le TET2 de ’autre allele toujours
fonctionnel puisse compenser la fonction du TET2 muté ce qui aura comme résultat de

réduire son impact ou de le camoufler.

Dans le but d’améliorer 1’approche utilisée, il faudrait (i) augmenter le nombre
d’échantillons TET2 et WT via le recrutement d’un plus grand nombre d’individus, (ii)
améliorer le processus d’enrichissement du SmC ou du ShmC en utilisant des anticorps
spécifiques au SmC ou au ShmC de qualité, (iii) s’assurer que les étapes
d’immunoprécipitation soient spécifiques par rapport a I’IgG utilisée comme controle, (iv)
augmenter la quantité totale de fragments SmC ou ShmC immunoprécipités afin de réduire
le bruit de fond causée par une amplification non-spécifique, et (v) augmenter le nombre
de reads pour couvrir toutes les régions méthylées et hydroxylées immunoprécipitées. Pour
réaliser ceci, il faut séquencer un seul individu par série de séquencgage ce qui résulterait
en une augmentation du nombre de reads pour assurer la couverture de toutes les régions
immunoprécipités. Une autre approche serait d’utiliser des sujets qui ont une

transformation maligne avancée puisque ceux-ci ont un phénotype qui est similaire 8 TET
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knock out et permettrait ainsi d’identifier des DMR et des DHMR statistiquement
significatifs. Finalement, une approche complétement différente pourrait étre utilisée

comme du single cell puisque ¢’est une méthode tres pertinente ou I’effet de TET2 est tres

faible.

4.2.4 RNA-Seq et ’expression génique dans TET2 vs WT

Le RNA-Seq a été utilisé pour séquencer des échantillons TET2 et WT dans le but
d’identifier les génes qui sont surexprimés ou sous-exprimés dans les individus TET2
versus WT. Le protocole utilisé pour le RNA-Seq est éprouvé par notre laboratoire et des
analyses de CQ sur nos échantillons ont été réalisées. L’efficacité du séquencage est basée
sur le nombre de reads. Ainsi, le seuil de 10 millions de reads a été établi et les quelques
¢chantillons avec un nombre de reads inférieur a ce seuil ont été rejetés. Le rejet de ces

¢chantillons était causé pas un ARN de départ de mauvaise qualité.

L’analyse effectuée sur les TET2 vs WT a démontré une 1égére modulation de I’expression
des geénes mais aucun changement dans 1’expression de géne n’a été considéré comme
statistiquement significatif (Figure 24, page 97). Une raison qui pourrait expliquer ce
résultat est la méthode de RNA-Seq utilisée mais celle-ci est fiable. De plus, le séquencage
des échantillons s’est bien déroulé tel que confirmé par les tests de CQ. L’absence de
changement significatif dans I’expression des geénes dans les TET2 vs WT pourrait
¢galement étre expliquée par le faible nombre d’échantillons utilisés, c’est-a-dire
seulement 4 TET2 et 5 WT, ce qui aurait un impact sur les tests statistiques appliqués. Par

ailleurs, il est probable que I’effet de TET2 ne puisse pas étre détectable dans le contexte
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ou la présence de ’alléle TET2 toujours fonctionnel vient compenser la fonction du TET2
muté et I’'impact du TET2 muté sur I’expression génique serait donc négligeable. Dans le
but de contrer ces problématiques, il faudrait (i) augmenter le nombre de nos échantillons
TET2 et WT, et/ou (ii) utiliser des échantillons prélevés chez des sujets qui ont une

transformation maligne avancée.

4.2.5 Limitation de notre cohorte et effet faible de TET?2

Malgré le fait que nous avons validé la méthode de méthylome et de hydroxyméthylome,
nous avons quand méme rencontré des problémes qui pourraient expliqués la raison pour
laquelle nous n’avons pas trouvé des DMR et des DHMR statistiquement significatif. Bien
que notre méthode de RNA-Seq soit fiable, nous n’avons pas pu identifier une modulation
du geéne dans TET2 vs WT. Ces résultats nous laissent a penser que c’est possible que notre
cohorte n’a pas suffisamment de puissance car on n’a pas beaucoup d’échantillons de TET2
pour pouvoir identifier des génes qui peuvent étre surexprimés ou sous-exprimés dans les
TET2 vs WT ou pour identifier des DMR et des DHMR. Dans ce cas nous devons recruter
plus des individus agés, extraire I’ADN et I’ARN de leurs cellules sanguines, séquencer
I’ADN pour identifier ceux qui ont une mutation sur TET2 et séquencer ’ARN des
individus qui ont une mutation sur TET2 pour augmenter le nombre TET2 muté¢ et refaire

I’analyse avec un plus grand nombre d’échantillons.

Un autre point trés important est que les individus de notre cohorte qui possedent une
mutation sur TET2 ont une fréquence de VAF entre 20% et 40%, ce qui signifie que 40 a

80% de leurs cellules possédent une mutation sur TET2 et que les autres cellules sont WT.
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En plus, la présence chez ces individus d’un allele muté signifie conséquemment que
I’autre allele porte le géne TET2 WT qui est toujours fonctionnel et qui peut ainsi
compenser pour I’absence de TET2. En somme, la présence de cellules WT et d’un allele
WT dans les cellules mutées ont comme répercussion probable de compenser 1’effet de la
mutation de TET2 sur I’expression des genes. Ceci explique probablement pourquoi il n’a
pas été possible d’observer une différence statistiquement significative entre des genes
exprimés chez les individus de la cohorte TET2 versus ceux de la cohorte WT. De plus,
méme un individu avec 80% de cellules possédant un TET2 muté (VAF a 40%) n’est pas
n’est pas équivalent a un individu TET2 knock out et I’effet de TET2 dans ces deux types
d’individus n’est pas le méme. Ainsi, I’effet de la mutation TET2 dans les TET2 mutés est
faible et peut expliquer la 1égére modulation de I’expression génique non significative
observée grace au RNA-Seq (Figure 24, page 97). En fait, il est probable que I’impact de
la mutation TET2 puisse seulement étre observable, avec les approches que nous avons
utilisées, qu’en travaillant avec des individus qui ont eu déja une transformation maligne
ou un stade avancé de cancer myéloide. Des changements importants de méthylation et
d’hydroxyméthylation qui ont un impact sur I’expression génique ne peuvent se produire
qu'avec la transformation maligne. En reprenant les travaux réalisés avec une cohorte de
ce type d’individus, il serait donc envisageable d’observer une différence statistiquement
significative entre des génes exprimés puisque I’effet de TET2 muté serait plus important
et permettrait d’identifier des DMR et des DHMR ainsi que des génes dont leur expression

est modulée par TET2.
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CHAPITRE 5

CONCLUSION ET DIRECTIONS FUTURES
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5. CONCLUSION

La variation du ratio du biais de 'ICX selon 1'age est un phénomeéne biologique observé
dans les cellules sanguines d'une proportion significative de femmes vieillissantes en bonne
santé. Une compréhension approfondie des principes de base de ce phénoméne permet de
mieux comprendre la biologie de I'hématopoiése vieillissante étant donné que 1’age est un
facteur de risque majeur dans le développement de cancers hématologiques. L’accés a une
cohorte exceptionnelle qui contient plus que 3000 individus apparentés et non apparentées
permet de réaliser les travaux requis pour des études sur le biais de I'ICX. Cette cohorte a
déja été validée puisqu’elle a permise a notre laboratoire de réaliser plusieurs projets
importants publiés dans des journaux scientifiques dans le but de comprendre I’impact du
vieillissement chez les cellules sanguines mais aussi d’¢lucider le lien entre I’inflammation,

les mutations somatiques et les maladies cardiovasculaires (ANNEXE 3, page 176) (121).

Les travaux présentés dans cette these démontrent que le biais de I'ICX est spécifique et
distinctif aux tissus sanguins ce qui suggere que les motifs de I'ICX pourraient étre
partiellement contr6lés par des mécanismes de régulation spécifiques a ces tissus. Nos
travaux ont aussi démontré que le biais de I’'ICX est moins important dans les cellules T
par rapport aux PMN ce qui suggére que ce phénoméne pourrait également étre spécifique
aux cellules my¢loides. Ces résultats sont d’autant plus intéressants que le biais de I’'ICX

augmente selon 1’age des individus.
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Nos travaux mettent aussi en évidence la présence d’une corrélation entre le biais de I'ICX
et les mutations CHIP ce qui suggere fortement un lien possible entre le biais de 'ICX et
I’HC. Ces résultats renforcent 1’idée et valide notre hypothése que le phénomene de biais
de I’'ICX peut étre caus¢ par I’acquisition de mutations donnant un avantage de croissance
dans les cellules somatiques de la moelle osseuse, ce qui est un mécanisme distinct des
causes génétiquement prédéterminées que I’on retrouve dans le processus de la sélection
hémizygote. Ainsi, nos travaux permettent de faire la distinction entre deux causes, la
sélection hémizygote et 1’acquisition de mutations qui donnent le méme phénotype de

I’ICX (Figure 8, page 38).

Par ailleurs, nos données démontrent I'héritabilité du biais de 'ICX dans les cellules
sanguines chez les femmes vieillissantes ce qui confirme le role des variants génétiques en
tant que régulateurs du biais de I’'ICX qui varient selon 1’age. Aussi, ces résultats suggérent
fortement 1’existence d’un locus liée au chromosome X prédisposant le biais de I'ICX. En
effet, les travaux présentés dans cette thése révelent pour la premicre fois qu’il y a des
régions sur I’ADN, précisément sur le chromosome 1 et le chromosome X, qui pourraient
étre associées au trait du biais de I’'ICX. Ces régions pourraient étre associées a un géne ou
un sous-ensemble de geénes qui pourrait jouer un role dans I’initiation du biais du
chromosome X et étre associés a des génes avec un polymorphisme associé a la sélection

hémizygote.
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5.1 Directions futures

La prochaine étape consisterait donc a examiner les génes associés a ces régions dans
chaque chromosome dans le but d’identifier spécifiquement ces genes d'intérét. Ceci
pourrait étre réalisé en effectuant du fine mapping sur les génes IL2RG and IL6R afin
d’identifier précisément le(s) gene(s) qui est/sont muté(s). Par la suite, I’identification de
certaines régions sur le chromosome X et le chromosome 1, qui sont associées a des génes
jouant un role dans l'inflammation, permet de formuler I’hypothése que l'inflammation
puisse étre impliquée dans le déclenchement du biais de I’ICX. Cette hypothése avait déja
¢té¢ soulevée par de nombreuses études qui soutiennent que l'inflammation favorise
I'expansion clonale initiale des CSH, accélére la transformation maligne et le
développement de la leucémie (121) (142). Ainsi, le role de 1'inflammation sur le biais de

I’ICX pourrait étre une nouvelle étiologie du biais de I'ICX.

D’autre part, nos travaux se poursuivront dans le but d’identifier les cibles génétiques qui
conférent un potentiel de transformation maligne en utilisant une approche basée sur
I’analyse du méthylome, de I’hydroxyméthylome et du transcriptome que nous venons de

valider.

En conclusion, nos travaux démontrent la complexité de 1’adaptation de I’hématopoicse au
vieillissement et ouvre des portes sur I’identification de facteurs prédisposant aux cancers
hématologiques et permettent d'apporter une petite pierre a I'édifice colossal qu'il nous reste
a batir dans les prochaines années pour approfondir nos connaissances sur I’hématopoiese

clonale.
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Figure 25: Age distribution of the 2996 healthy women of the cohort
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Figure 26: Prevalence of somatic mutations in the 347 mutated individuals of the cohort
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Tableau 14: Prevalence of XCI skewing is age-dependent in blood cells and maximal in

PMN
PMN
Count of Average of StdDev of
Age groups pmn DS pmn_DS2 pmn_DS2 1C95 Mean- Mean+
50-59 505 0,212578769 | 0,134562578 | 0,011736178 | 0,200842591 | 0,224314947
60-69 912 0,237463339 | 0,137283833 | 0,008909843 | 0,228553496 | 0,246373182
70-79 630 0,25349115 | 0,148885239 | 0,011625977 | 0,241865173 | 0,265117127
80-89 283 0,270405659 | 0,150181587 | 0,017497321 | 0,252908338 | 0,28790298
>90 42 0,297475683 | 0,126630669 | 0,038296788 | 0,259178895 | 0,33577247
T cells
Count of Average of StdDev of
Age groups CD3 DS CD3 DS2 CD3 DS3 1C95 Mean- Mean+
50-59 470 0,16059917 0,115322604 0,010425901 0,150173269 0,171025071
60-69 807 0,169847429 0,11809005 0,008147505 0,161699924 0,177994934
70-79 549 0,17916636 0,121774198 0,010186317 0,168980043 0,189352677
80-90 239 0,184348529 0,118071102 0,014968999 0,16937953 0,199317528
>90 25 0,183828403 0,109421509 0,042892444 0,140935959 0,226720846
Epithelial cells
Count of Average of StdDev of
Age groups b DS b DS2 b DS3 1C95 Mean- Mean+
50-59 478 0,145441985 | 0,101159126 | 0,009068578 | 0,136373407 | 0,154510563
60-69 847 0,134208197 | 0,100127425 | 0,006743097 | 0,127465099 | 0,140951294
70-79 576 0,138300115 | 0,106543723 | 0,008700911 | 0,129599204 | 0,147001026
80-90 256 0,139463353 | 0,100674871 | 0,012332445 | 0,127130908 | 0,151795798
>90 28 0,116659688 | 0,093791675 | 0,034740284 | 0,081919404 | 0,151399972
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Tableau 15: Prevalence of XCI skewing in PMN and CHIP at different VAF in function

of age groups

PMN skewing
Age groups CO:;: of #g/;):;tﬁ(:)fn % StdDev Ingtgf)'/:al Mean- Mean+
50-59 377 23 6,100795756| 0,01140 2,23 2,23 2,23
60-69 1064 115 10,80827068 | 0,00729 1,43 1,43 1,43
70-79 742 107 14,42048518 | 0,01088 2,13 2,13 2,13
80-90 347 87 25,07204611| 0,02167 4,25 4,25 4,25
>90 36 15 41,66666667 | 0,08275 16,22 16,22 16,22
Grand Total 2566 347
CHIP VAF >10
Age groups CO:;: of #g/;)ll:; tﬁ(:)fn % StdDev Ingtgf)'/:al Mean- Mean+
50-59 377 7 1,856763926| 0,00643 1,26 1,26 1,26
60-69 1064 52 4,887218045| 0,00507 0,99 0,99 0,99
70-79 742 54 7,277628032| 0,00806 1,58 1,58 1,58
80-90 347 45 12,96829971| 0,01680 3,29 3,29 3,29
>90 52 9 17,30769231 | 0,05244 10,28 10,28 10,28
Grand Total 2582 167
CHIP VAF >25
Age groups Co:g: of #(;/?:tl;tﬁ(:)fn % StdDev In;gg/voal Mean- Mean+
50-59 377 2 0,530503979 | 0,00346 0,68 0,68 0,68
60-69 1064 16 1,503759398 | 0,00286 0,56 0,56 0,56
70-79 742 22 2,964959569 | 0,00526 1,03 1,03 1,03
80-90 347 14 4,034582133| 0,00984 1,93 1,93 1,93
>90 52 4 7,692307692 | 0,03694 7,24 7,24 7,24
Grand Total 2582 58
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Age Effect on XCI Skewing in All
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Figure 27:  Age-dependent XCI skewing in blood cells

XCI skewing increases with age in blood cells but not in epithelial cells. The incidence of
skewing increases with age in all blood cells but the association was not statistically
significant in B cells nor in epithelial cells. Each plot shows the association of XCI ratio
with age in every tissues cells type. Each dot represent an individual. Beta and Pvalue are
indicated. PMN (n = 2536 samples), monocyte (n = 885 samples), B cells (n = 923
samples), T cells (n = 2222 samples) and epithelial cells (n = 2310 samples)
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Tableau 16: Correlation between XCI and VAF of CHIP mutations in PMN

SUB_GROUP ENDPOINT PREDICTOR N BETA Pvalue
VAF ALL 305 0,0176 0,0003

ALL (mutations) PMN VAF TET2 108 0,0199 0,0070
VAF DNMT3A | 185 0,0239 0,0029

1
pmn ds analysis was adjusted for categorie pmn ds (0/1)
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Figure 28:  MERLIN QTL Linkage analysis in epithelial cells

Manhattan plot of twopoint QTL linkage analysis for epithelial cell Psup controlling for
age. CHIP mutations removed from the cohort. LOD score threshold was set to 3.9 for
476,199 variants.
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Figure 29: MERLIN QTL Linkage analysis in T cells

Manhattan plot of twopoint QTL linkage analysis for T cell Psup controlling for age.
CHIP mutations removed from the cohort. LOD score threshold was set to 3.9 for
476,199 variants.
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Figure 30: MERLIN VC Linkage analysis in monocytes

Manhattan plot of twopoint VC linkage analysis for monocytes Psup controlling for age.
CHIP mutations removed from the cohort. LOD score threshold was set to 3.9 for
476,199 variants.
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Figure 31:  MERLIN VC Linkage analysis in B cells

Manhattan plot of twopoint VC linkage analysis for B cells Psup controlling for age.
CHIP mutations removed from the cohort. LOD score threshold was set to 3.9 for
476,199 variants.
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ABSTRACT

The history of clonal hematopoiesis (CH) research was punctuated by several seminal
discoveries that have forged our understanding of cancer development. The clever
application of the principle of random X-chromosome inactivation (XCI) in females lead
to the development of the first test to identify clonal derivation of cells. Initially limited by
a low level of informativeness, the applicability of these assays expanded with differential
methylation-based assays at highly polymorphic genes such as the human androgen
receptor (HUMARA). Twenty years ago, the observation that skewing of XCI ratios
increases as women age, was the first clue that lead to the identification of mutations in the
TET? gene in hematologically normal aging individuals. In 2014, large-scale genomic
approaches of 3 cohorts allowed to define CH, which was demonstrated to increase the risk
of developing hematological cancers and cardiovascular diseases. These observations
created a fertile field of investigation aimed at investigating the etiologies and
consequences of CH. The most frequently mutated genes in CH are DNMT3A4, TET2 and
ASXL1, which have a role in hematopoietic stem cell (HSC) development and self-renewal.
These mutations confer a competitive advantage to the CH clones. However, the
penetrance of CH is age-dependent but incomplete, suggesting the influence of extrinsic
factors. Recent data attribute a modest role to genetic predisposition, but several
observations point to the impact of a proinflammatory milieu that advantages the mutated
clones. CH may be a barometer of non-healthy aging and interventions devised at curbing
its initiation or progression should be a research priority.

-157 -



«The origin and development of human tumors studied with cell markers» is the title of a
1974 review paper by the late Philip J. Fialkow (1). It articulates both the necessity for and
fascination with the study of clonality. The human body has to produce, over its lifespan,
trillions of quality cells originating from a single fertilized egg. When this proliferation
system derails, we are at risk of cancer. In this short review we will provide a historical
perspective of the study of clonal hematopoiesis and outline future opportunities and
challenges.

X-CHROMOSOME INACTIVATION (XCI) ANALYSIS.

In 1961, Mary Lyon proposed that each X-chromosome in excess of one is randomly
inactivated in cells of the developing female embryo (2). Therefore, following XCI,
females present a mosaic pattern of two cell populations, one expressing maternal (Xm),
the other paternal (Xp) X-linked genes. Almost concurrently, Ernest Beutler, proved this
theory in human females heterozygous for alleles of the Glucose-6-Phospate
Dehydrogenase (G6PD) gene (3). These observations paved the way to the first clonality
studies. Linder and Gartler studied G6PD variants (A and B) by electrophoresis in 5 female
heterozygotes and documented that 27 samples of leiomyomas had only one band in
contrast to 85 of 86 myometrium samples that had both alleles present, indicating that these
tumors had a single cell origin (4).This study opened a fertile field of investigation that has
allowed investigators to unravel some of the basic tenets of modern oncology (5).

The applicability of XCI analysis with the G6PD assay was drastically limited by the low
level of heterozygosity in the general population. This precluded analysis of rare disorders,
analysis of large cohorts of females, and familial analysis. In the mid 1980’s, Vogelstein
et al. made a seminal contribution to the field by identifying DNA polymorphisms linked
to residues differentially methylated between the active (Xa) and inactive X-chromosome
(Xi) (6). Differential methylation was validated as a surrogate for protein expression.
Gilliland et al. developed a PCR-based method allowing, for the first time, to study small
populations of cells (7). Another clever way of improving the informative value of XCI
assays was to look for transcriptional polymorphisms of X-linked genes. Prchal et al. have
been instrumental in developing such assays (8, 9). These assays have the theoretical
advantage of not relying on methylation patterns to assess the activity of the X-
chromosome, since they directly rely on the exclusive transcriptional activity of Xa.

In 1992, XCI studies expanded with the introduction of a novel assay of the human
androgen-receptor gene (AR or HUMARA [GeneBank]) by Allen et al. (10). This assay
benefitted from a multiallelic CAG short tandem repeat (STR) in the first exon of the gene
that is closely linked to differentially methylated cytosine residues between Xa. The AR
CAG repeat is polymorphic in 90% of females of all racial groups (11) rendering XCI
analysis feasible in the majority of females with a single PCR-based assay. Interestingly,
an RNA-based assay was developed and correlated with the HUMARA assay, supporting
reliability of the differential methylation patterns at this locus (12). In fact, the concordance
of transcriptional assays with HUMARA was challenged only once (13) and ultimately
further validated (14, 15). The HUMARA assay is currently the most frequently used
method of XCI analysis (PubMed, December 2019: 324 publication using HUMARA key
word).
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XCI ANALYSIS OF THE NORMAL POPULATION.

Significant skewing of XCI ratio from the normal, theoretical 1:1 ratio has been artificially
determined to be > 3:1 (which corresponds to the expression of 75% of one allele)(16-21).
Determination of the prevalence of skewing should be straightforward since it can be
simply estimated by using XCI assays in healthy females. However, initial estimation was
contradictory. Vogelstein et al. found only 3 of 81 (3.7%) normal females to have skewing
using the phosphoglycerate kinase (PGK) and hypoxanthine phosphoribosyl transferase
(HPRT) X-inactivation probes (20). Gale et al. found significant skewing in blood-derived
cells in 23% of normal females using PGK and HPRT probes (18) and 22% of females
using M27f (21), which has been confirmed in other studies (20, 22). Discordance in the
incidence of skewing was initially explained by the diversity of assays used, the different
criteria for skewing, and the small population sizes. However, a more plausible explanation
came from studies that analyzed XCI patterns of different tissues in the same female. For
example, Fey et al. reported that the incidence of skewing was low in gastrointestinal
mucosa and thyroid tissue, but was significantly higher in blood cells (23). Gale ef al.
reported that 45% of females analyzed had different patterns of XCI when blood derived
cells were compared to muscle and skin samples (19). Interestingly, blood cells in both
studies were more frequently skewed than other tissues. These studies suggested that XCI
patterns were tissue specific. The second, and perhaps most important clue to the
discrepancy in incidence of skewing came with the analysis of XCI patterns in females of
different age groups. An age difference in skewing was first suggested by Fey et al., who
reported a higher incidence of skewing in older females compared to children using the
M27[3 probe (24). We characterized the effect of age on skewing in a large cross sectional
study using the more robust and validated HUMARA assay in 295 normal females from
three age groups: (i) neonates, (ii) 28-32 years old, and (iii) age greater than 60 years old.
We documented an incidence of skewing (ratio > 3:1) of 8.6% in neonates, 16.4% in the
28-32 year olds and 37.9% in women greater than 60 years old (P<0.0001 versus neonates,
P=0.064 versus 28 to 32 years) (17). These results have been confirmed by other
investigators (15, 25-31).

INVESTIGATING THE ETIOLOGY OF XCI ACQUIRED SKEWING

A number of mechanisms have been put forward to explain the increased prevalence of
skewing observed in hematopoietic cells including (i) acquired clonal hematopoiesis
(mutation driven), (ii) stochastic clonal dominance caused by hematopoietic stem cell
(HSC) depletion, and (iii) genetic predisposition (26, 32-34). Several lines of evidence have
supported a genetic contribution to the trait. Christensen et al. analyzed peripheral blood
cells from 71 elderly monozygotic (MZ) twin pairs, and observed a strong correlation in
the degree and direction of skewing between co-twins (35). Vickers et al. studied the
peripheral blood polymorphonuclear cells (PMNs) of 29 MZ and 18 dizygotic (DZ) twin
pairs, and observed a better intraclass correlation of XCI ratios between MZ twins than
between DZ twins (36). They estimated heritability to account for 68% of the skewing
observed in PMNSs. Kristiansen et al. reported a comparable heritability estimate in a larger
cohort of elderly MZ (n=82) and DZ (n=112) twin pairs (33). These studies collectively
suggest that the skewing of XCI observed in hematopoietic cells is, at least in part,
genetically determined. Evidence for an X-linked genetic component to skewing was
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provided by Abkowitz ef al. (37), who analyzed the hematopoietic cells of ageing female
Safari cats (first-cross hybrids between Geoffroy and domestic cats), and showed that XCI
was random in young cats, but skewed in 67% of older cats. As recombination between the
two parental X-chromosomes cannot occur in this animal model, the fact that skewing
always favored the Geoffroy X-chromosome (37) suggested a hemizygous cell selection
process and was not compatible with random processes.

To investigate the genetic and non-genetic components of acquired skewing of XCI, we
recruited subjects comprised of 2530 women of French-Canadian ancestry without any
known hematological disorders, ranging from 55 to 101 years old. The cohort comprised
1727 individuals belonging to 435 families and 803 unrelated individuals. We were
intrigued by the observation that skewing was more prevalent in myeloid cells than in T-
cells or buccal cells and more age-dependent (data not shown). We hypothesized that
skewing was probably multifactorial and that some subjects could have acquired true,
mutation-driven clonal hematopoiesis. We first analyzed DNA from three elderly women
with known skewing in their myeloid and polyclonal T-cells using exome sequencing. We
identified somatic mutations in TET2, DNMT3A, and SLC39A12 in one of them (38).
Extension of the analysis to various age groups led to the identification of missense,
nonsense, and frameshift somatic TET2 mutations in the DNA from PMN, but not from
lymphocyte or epithelial cells, in 10/179 (5.6%) elderly subjects with XCI skewing, 0/105
elderly subjects without XCI skewing, and 0/96 younger subjects with XCI skewing. The
hematologic parameters of TET2 mutant individuals did not differ from those of age-
matched counterparts. This study was the first to demonstrate that an acquired mutation in
a myeloid cancer associated gene (TET2) is age-dependent and compatible with normal
hematopoiesis (38). It also suggested that an acquired mutation in a driver gene is a small
contributor to acquired XCI skewing in the general population (Figure 1). Simultaneously,
Laurie ef al. showed an age-dependent clonal mosaicism for large chromosomal anomalies
using single nucleotide polymorphism (SNP) microarray data from over 50,000 individuals
recruited for genome-wide association studies (39). Clonal mosaicism was detected in 2-
3% of elderly individuals in contrast to 0.5% of individuals younger than 50 years.
Furthermore, the presence of clonal mosaicism was associated with a 10-fold increased
risk of developing a hematological cancer. Jacobs et al. (40) and Forsberg et al. (41)
reported similar findings.
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Figure 1. One of the two X-chromosomes is inactivated during the early embryonic phase
with a theoretical ratio of 1:1 between paternal X and maternal X-chromosome. The
inactive X is represented as the Barr body. Deviation from the 1:1 ratio may occur
stochastically due to the low number of cells present at the timing of X-Chromosome
Inactivation (XCI), or because of the presence of a lethal allele on one of the two X-
chromosome (reviewed in (42)).The majority of individuals will have balance XCI ratios
after birth which will be maintained lifelong. After the age 30, a significant proportion of
women will have skewing of their XCI ratio in favor of one of the two parental X-
chromosomes (17). Several different etiologies may explain this acquired skewing of XCI.
According to the Abkowitz’s model (37) this may be due to a selective growth advantage
conferred by germline alleles of genes residing on the X-chromosome. For example, if an
allele of a specific gene, residing on the paternal-X, is competitively stronger than the allele
of the same gene on the maternal X, all cells with the paternal X active will have a growth
advantage to the cells with the maternal X active, there will be hemizygous cell selection
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with time. Importantly, all progenitors with paternal X-chromosome active will contribute
to hematopoiesis. This proliferation is polyclonal but with a skewed XCI profile. In
contrast, a stem cell can have an acquired mutation in a driver or non-driver gene conferring
a growth advantage which will lead to true clonal derivation of cells. Because XCI patterns
are faithfully transmitted to daughter cells, all cell will have the same X in the active state,
leading to a skewed pattern of XCI. Only identification of specific mutation (most
efficiently with NGS) has allowed to distinguish these two different phenomenon with the
same XCI phenotype (38).

MUTATION DRIVEN CLONAL HEMATOPOIESIS IN THE NORMAL
POPULATION

In 2014, three groups reported analysis of DNA exome datasets from large cohorts of
subjects and documented age-dependent mutations in driver genes (43-45). These three
cohorts had different inclusion criteria (non-hematological cancer, psychiatric disorder or
cardiovascular disease), yet they identified a similar set of genes, suggesting a universal
age-associated phenomenon. Although more than 70 different genes were identified, the
most frequently mutated ones were the epigenetic modifiers DNMT3A, TET2 and ASXL1,
nicknamed the «kDAT» mutations. Importantly, the prospective data available for two of
these studies revealed that subjects with clonal hematopoiesis had a roughly 10-fold
heightened risk of developing a hematological cancer (44, 45). The relative risk of
mortality was modest at 1.4. However, clonal hematopoiesis was associated with an
increased risk of cardiovascular events, which was further confirmed (46). This new entity
has several designations, but it is generally accepted that Age-Related Clonal
Hematopoiesis (ARCH) refers to clonal expansion irrelevant of the type of mutation (47),
and Clonal Hematopoiesis of Indeterminate Potential (CHIP), to clonal hematopoiesis
caused by a mutation in a driver gene at a Variant Allele Fraction (VAF) of >2% (48).

Zink et al., using a whole-genome sequencing (WGS) approach on a large cohort from
Iceland, confirmed the high prevalence of mutations in driver gene, but an even higher rate
of mutations in non-driver candidates (49). We recently reported the analysis of a large
cohort of 2530 normal individuals, aged 55 to 100 years old, using a more sensitive
(relative to a genome-based approach) gene-targeted approach (50). We documented a high
prevalence of mutations and even higher preponderance for mutations in DNMT3A or
TET2 - genes central to DNA methylation and demethylation. Clone size (VAF) was
significant in a large proportion of affected individuals. The average VAF was 14.3%,
which corresponds to 28.6% of cells originating from mutated stem cells. Almost half of
the mutated cohort (48.7%) had a VAF >10%. There were no significant differences in
blood cell parameters (cell numbers and indices) between mutant and aged-matched
controls, except for a tendency toward reduced PMN in TET2 mutants. Interestingly, we
have noted familial aggregation for TET2 mutations (vide infra) as well as mutations in
DNMT3A and TET2 originating at different levels of the hematopoietic hierarchy.
DNMT3A lineage restriction patterns are compatible with a pluripotent stem cell origin,
whereas TET2 mutations occur mainly in myeloid cells and sometimes in B-cells (51).
More disturbing to our current understanding of pre-malignant lesions, Young et al.
demonstrated mutations in TET2 or DNMT3A at very low frequencies in 95% of
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individuals aged 50 to 60 years old, suggesting that these mutations are almost ubiquitous
after the age of 50 (52).

ETIOLOGY OF ARCH/CHIP

Aging HSC face the potential of exhaustion. Several parameters differentiate old versus
young HSC (reviewed in (53)), such as cumulating random DNA damage (54), reduced
telomere length (55, 56), increased polarity (57), reduced autophagy (58), and epigenetic
reprogramming (59). Some of these changes are presumably signs of imminent demise, but
some others are possibly adaptation mechanisms for sustainability. One thing is certain:
throughout the aging process, fewer and fewer HSC contribute to hematopoietic output,
although this does not impact overall production. Currently, the main recognized candidate
driver genes are DNMT3A and TET2 (50). Studies in mice have demonstrated that loss of
function of either of these genes leads to increased HSC self-renewal capacity. Loss of
Dnmt3a leads to expansion of HSC number (60) with an almost infinite serial
transplantation capacity (61). Conditional Tet2 loss-of-function induces Lineage
Scal cKit" (LSK) cell expansion concomitant to decreased 5-hydroxymethyl-cytosine
(5hmC) levels and increased self-renewal capacity of HSC (62-64). The specific TET2 or
DNMT3A mutations that have been documented in the blood cells of aging individuals are
mainly loss-of-function mutations, and they include indels, frameshift, nonsense, splice
site and missense mutations which abrogate catalytic function. It is therefore reasonable to
speculate that HSC mutated in either of these two genes have increased self-renewal
capacity, and hence are able to outcompete unmutated HSC. However, despite the almost
ubiquitous presence of these mutations over the age of fifty (52), only a fraction will
develop an expanded clone (>2% VAF) over time, suggesting inter-individual variation in
the competitiveness of unmutated versus mutated HSC.

Knowledge about the factors (other than aging) that predispose to acquisition/progression
of these mutations is so far incomplete and should be investigated (Figure 2). Genetic
predisposition has been demonstrated in several cancer including Myeloproliferative
Neoplasms (MPNs) which share several driver mutations with CH. In MPNss, there is a
genetic predisposition to acquire JAK2 V617F mutations conferred by a germline
haplotype (65, 66). Furthermore, germline variations at the TERT locus have been
associated with familial clustering of MPN (reviewed in (67)). For CH, Zink et al. have
shown an association between a small germline deletion in intron 3 of the telomerase
reverse transcription (TERT) gene (49) and ARCH. Studying a cohort sip-ships, we
identified a significant family risk of 2.7 for TET2 mutations but not for DNMT3A (50).
Interestingly, Thompson et al. documented a significant genetic contribution to age-
associated Y-chromosome loss in blood cells of men (68), a situation that shares several
similarities with CH: loss of Y-chromosome is a form of clonal mosaicism that has been
associated with cancer development (69) and cardiovascular events (70). Studying large
cohorts of several hundreds of thousands of men, they identified recurrent predisposition
loci and estimated the heritability of the trait as 31.7%. However, recently two groups
looked at the concordance of ARCH in monozygotic and dizygotic twin pairs (71, 72) and
the results refuted a genetic contribution to ARCH. Hansen et al. conducted a population—
based study of 594 twins from 299 pairs aged 73-94 years with a follow-up of 20 years.
Mutations were identified in 36% of twins, but no different concordance was observed
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between monozygotic and dizygotic twin pairs. In contrast to our observation (50), no
difference was noted between DNMT3A vs TET2. Furthermore, the size of the clone did
not influence results (71). Similar results were obtained by Fabre et al. in a smaller cohort
of twins (72). These results are in sharp contrast with those obtained when looking at XCI
skewing in twins discussed above, suggesting that ARCH is mainly sporadic and that XCI
skewing is partly genetic. Clearly, more studies are needed to conclude on the quantitative
contribution of genetic factors leading to ARCH.

- Age - Genetic predisposition - Inflammation (HSC/microenvironment)
- Smoking - Genotoxic exposure - Immune attack - Others to be defined

Hematopoietic Acquired Clonal
Cells Mutation Hematopoiesis

Figure 2. Etiologies of ARCH/CHIP are numerous and not completely defined at this time.
Aging is prerequisite but intrinsic factors such as the survival or stem cell renewal
advantage conferred by the acquired mutation is central to its capacity to outgrow normal
stem cells. The genetic predisposition contribution is controversial at this time, but
extrinsic factors such as a proinflammatory milieu of the microenvironment seems to play
a central role in clonal progression.

Another factor that has gained interest in the pathogenesis of ARCH is the HSC
microenvironment. In fact, Vas ef al. have shown that the aging microenvironment
influences clonality of malignant cells in a HSC-independent manner and may therefore
also be a contributor to ARCH (73). The association of CHIP with cardiovascular (44-46)
and chronic pulmonary (49, 50) diseases raises the possibility that age-associated chronic
inflammation, often called « inflammaging» (74), may be a key common denominator
between these medical conditions and the emergence of CH. There is evidence suggesting
that a proinflammatory milieu favors mutated stem cells. For example, chronic
myelogenous leukemia (CML) stem cells have increased expression of IL-1 receptor and
sensitivity to IL-1 in comparison to normal HSC, and are therefore favored in an
inflammatory environment (75). Abegunde ef al. demonstrated that a pro-inflammatory
environment supported by TNF-a promotes the expansion of Tet2 mutant clones in mice
(76). It is currently unclear if inflammaging promotes clonal hematopoiesis independently
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from other age-associated medical conditions or if they are somehow linked. Interestingly,
Tet2 mutant myeloid cells have a deficient capacity to resolve inflammation caused by
increased production of IL-6 (77), and Tet2 deficient mice are predisposed to
artherosclerosis (78). Recently, Meisel et al. demonstrated that preleukemic
myeloproliferation (PMP) was only seen in Tet2 deficient mice (Tet2”) with a dysfunction
of their small-intestinal barrier associated with bacterial translocation and increased 1L-6
production (79). Preleukemic myeloproliferation failed to develop in germ-free and
antibiotic treated Tet2”mice, and neutralization of IL-6 reversed preleukemic
myeloproliferation, suggesting that anti-inflammatory intervention may prevent clonal
expansion. Furthermore, proinflammatory cytokines have been implicated in the
pathogenesis of myelodysplastic syndromes and are evaluated as potential therapeutic
targets (reviewed in (80)). In humans, Jaiswal ef al. demonstrated that patients with CHIP
and cardiovascular disease had higher level of IL-8 in a subset of patients with TET2
mutations (46). Cook et al. showed increased levels of IL-6 and increased co-morbidities
in patients with CHIP (81). Furthermore, Myers SanMiguel et al. demonstrated that
transplantation of Dnmt3aR8878H" bone marrow cells into young versus old congenic
recipient mice, lead to an accelerated expansion of the Dnmt3aR8878H" cells in the older
mice (82). TNF-o and M-CSF were identified by RNA-seq to have higher expression
levels in older mice. Taken together these studies support the hypothesis that low grade
inflammation promotes the initial clonal expansion of mutated HSC, and that subsequently,
as the clone size increases, it directly further impedes the control of inflammation which
may ultimately affect organs such as the heart, lung, pancreas, brain, etc.

The potential etiologies of ARCH discussed so far applied to the normal aging population.
However, under certain iatrogenic conditions clonal selection and expansion may occur.
This is the case for genotoxic exposure. Clonal analyses of blood from patients who have
developed treatment-related AML (t-AML) have been instrumental in elucidating the
physiopathology of these complications. Wong ef al. documented that 4 out of 22 patients
with t-AML had, prior to exposure to chemotherapy, the exact TP53 mutation documented
in their AML specimen, but at a very low VAF, supporting expansion of this clone under
the influence of cytotoxic agents (83). Gillis ef al. also identified pre-existing TP53
mutations as a risk factor for t-AML (84). Interestingly, they showed that TET2 mutations
were prevalent pre-chemotherapy but not associated with treatment-related hematological
cancer. Recently a genomic study on a large cohort of patients found TP53 and PPM1D
mutations to be enriched in therapy-induced MDS compared to primary MDS (85), offering
supporting evidence that clones harboring these mutations thrive under therapy-induced
selective pressure. This was demonstrated in patients undergoing autologous
transplantation for lymphoma where pre-existing CHIP was associated with a fourfold
increased risk of t-MDS or t-AML [86].

Likewise, mutations in the TP53 modulator PPM1D have been detected in the blood of
patients with ovarian [87] and lung [88] cancer after therapy [89—91]. Studying a large
cohort of patients treated for nonhematologic cancers, Coombs et al. [92] recently
documented that CHIP was prevalent in 25% of them, associated with age, prior radiation,
tobacco smoking and adverse outcomes. The strongest association was found between
TP53 and PPMID mutations and prior treatment with chemotherapy and radiation.
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Furthermore, cell lines bearing PPM1D mutations have been reported to outcompete
normal cells when exposed to cytotoxic DNA-damaging agents [93]. Interestingly, Comen
et al. [94] have found that tumor-infiltrating leukocytes (TILeuks) present in the biopsy of
four of seven breast cancer patients that later developed t-AML harbored the same
mutations as the one documented in the in the AML clone. Taken together, these data
suggest that exogenous genotoxic stress selects naturally occurring clones that harbor
mutations conferring resistance to these toxic agents. It may be possible to identify patients
at risk of developing treatment related cancer before treatment. However, the predictive
value of mutations for this rare complication may be specific for certain genes (such as
TP53 and PPMI1D) and not be the same for other genes (such as TET2 for example).
Screening for mutations in individuals submitted to intensive chemotherapy/radiotherapy
may allow a better evaluation of the risk—benefit ratio of therapy.

ARCH-related mutations have also been identified in the context of bone marrow failure
syndromes (reviewed in [95]). The pattern of mutations identified in aplastic anemia bears
certain differences with that found in the general aging population. Aplastic anemia
patients have a high prevalence of mutations (45%), which can be subcategorized as
mutations more specific to aplastic anemia (PIGA, BCOR, and BCORL1) and other
mutations classically documented in ARCH (DNMT3A and ASXL1) [96]. The incidence
of DNMT3A and ASXL1 mutations increases with age, whereas PIGA and BCOR/
BCORL1 mutations are equally represented across all age groups [96]. PIGA and
BCOR/BCORL1 mutations have been associated with increased responsiveness to
immunotherapeutic intervention, while classic ARCH mutations have been associated with
less sensitivity. Aplastic anemia is also subject to loss of human leukocyte antigen (HLA)
class I allele, which may help escape immune attack [97,98]. Therefore, it seems as if,
depending on the specific mutation, some may favor evasion of immune attack while others
may favor HSC self-renewal.

MUTATIONS IN OTHER TISSUES THAN BLOOD

Age-associated somatic mutation accumulation is not limited to hematopoietic stem cells
[99]. The most frequently mutated normal tissues are skin, esophagus, and lung, suggesting
that environmental exposure during aging promotes somatic mosaicism [100]. Middle-
aged individuals with sun-exposed skin have high burdens of cancer-associated somatic
mutations [101]. Interestingly, study of esophagus biopsies reveals a high frequency of
NOTCH1 mutation and TP53. The NOTCH1 mutations were significantly age dependent
and underrepresented in esophageal cancer, indicating a selective growth advantage that
would be minimally oncogenic. The study of all tissues, including blood, will help to
elucidate common mechanisms of adaptation to aging and early cancer development.

FUTURE DIRECTIONS

Clonal hematopoiesis offers a new opportunity to understand the biology and adaptation
mechanisms of aging hematopoiesis, and provides insight into the mechanisms underlying
malignant transformation. Furthermore, it might shed new light on common denominators
of age-associated medical conditions such as heart disease. CHIP may be a biomarker of
global non-heathy aging. As such, its presence may command changes in life style (102)
and potential medical intervention. If the link between CHIP and inflammation is solidly
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confirmed, it will be important to see if medical interventions aimed at controlling
inflammation, such as with the anti-IL1 canakinumab antibody (103), or the recently
published COLCOT study (104) that used low-dose colchicine to prevent recurrent
cardiovascular events, will curb and prevent expansion of ARCH-related clones and the
risk of associated hematological cancers.
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ANNEXE 3

HIGH-SENSITIVITY C-REACTIVE PROTEIN IS ASSOCIATED WITH

CLONAL HEMATOPOIESIS OF INDETERMINATE POTENTIAL
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Abstract

Clonal Hematopoiesis of Indeterminate Potential (CHIP) is predictive of hematological cancers
and cardiovascular diseases, but the etiology of CHIP initiation and clonal expansion is
unknown. Several lines of evidence suggest that proinflammatory cytokines may favor mutated
Hematopoietic Stem Cell (HSC) expansion. To investigate the potential link between
inflammation and CHIP, we performed targeted deep sequencing of 11 genes previously
implicated in CHIP in 1887 subjects aged over 70 years-old from the Montreal Heart Institute
(MHI) Biobank, of which 1359 had prior coronary artery disease (CAD), and 528 controls did
not. We assessed association of CHIP with log (In) transformed high-sensitivity C-reactive
protein (hs-CRP), a validated biomarker of inflammation. CHIP was identified in 427 of the
1887 subjects (22.6%). CHIP mutations were more frequently identified in DNMT34 (11.6%)
and TET2 (6.1%), with a higher proportion of 7E72 mutations occurring in controls than in
patients with CAD (9.0% vs 4.9%, P<0.001). CHIP carriers had 21% higher hs-CRP levels
compared to their non-carrier counterparts (ep=1.21, 95% confidence interval [CI]: 1.08-1.36,
P=0.001). A similar effect was observed in the subgroup of patients with known CAD (ep=1.22,
95% CI: 1.06-1.41, P=0.005). These findings confirm the association between inflammation
and CHIP. This association may open investigational avenues aimed at documenting
mechanisms linking inflammation to clonal progression, and ultimately supports prevention
interventions to attenuate CHIP’s impact on cardiovascular disease and cancer.

Key point: Subjects with CHIP have higher level of hs-CRP
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Introduction

Clonal Hematopoiesis (CH) occurring in normal aging subjects, initially suggested by X-
chromosome inactivation (XCI) studies,” is caused by acquired mutations in genes recurrently
mutated in hematological cancers,*” and in non-driver candidates.** CH prevalence increases
significantly in patients aged above 60 years-old, and confers an increased risk of progression
to hematological cancers and cardiovascular diseases.**** The precise risk associated with the
presence of CH in healthy individuals is uncertain, hence the creation of a clinical entity named
Clonal Hematopoiesis of Indeterminate Potential (CHIP)."

Little is known about the etiology of clone initiation and clonal expansion. Genetic
predisposition is controversial. Zink et al. showed an association between a small germline
deletion in intron 3 of the telomerase reverse transcription gene (7ERT)* and CH. Studying a
cohort of sib-ships, we identified a significant 2.7-fold increase in the familial risk for mutation
in TET2 but not in DNMT3A." However, a strong genetic contribution to CH was recently
refuted when the concordance of CH was studied in monozygotic and dizygotic twin pairs.'>"

The association between CHIP and both cardiovascular®*® and chronic pulmonary diseases,"
raised the possibility that age-associated chronic inflammation* may be a key common
denominator between these medical conditions.” Studies in mice have supported the role of
inflammation in clonal expansion of mutated Hematopoietic Stem Cells (HSC). Abegunde et
al. demonstrated that a proinflammatory environment supported by TNF-o promotes the
expansion of 7et2 mutant clones in mice," and we found that inflammation was a key driver of
preleukemic myeloproliferation in 7et2 deficient mice (Tet2--).” In humans, Jaiswal et al.
demonstrated higher IL-8 levels in patients with CHIP and cardiovascular disease in a subset
of 12 individuals with TET2 mutations.’ A trend towards increased levels of IL-6 was also
observed in patients with CHIP.*

We report here a statistically significant correlation between high-sensitivity C-Reactive
Protein (hs-CRP), a validated and routinely available biomarker of inflammation,” and CHIP.

Methods

Study population

We selected all subjects aged 70 years-old or over (1940) from participants of the Montreal
Heart Institute (MHI) biobank, an ongoing prospective cohort including 23,000 individuals for
the purpose of clinical and genetic research,” that had hs-CRP level tested. Participants were
recruited on a voluntary basis during any hospital visit, regardless of the presence or stage of
heart disease. All subjects underwent a medical questionnaire by a research nurse and their
electronic chart was reviewed. DNA, plasma and serum were collected at baseline.

For the purpose of the current study, patients with coronary artery disease (CAD) were defined
as those with a prior history of myocardial infarction (MI), percutaneous coronary intervention
(PCI), and/or coronary artery bypass graft (CABG) surgery. Subjects also needed to be aged
70 years-old or above.
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The protocol was approved by MHI’s ethics committee and performed in accordance to the
Helsinki declaration.

hs-CRP

hs-CRP concentration was measured by quantitative immuno-nephelometric analysis on a
Dimension Vista 500 Intelligent Lab System (Siemens Healthineers).

CHIP determination by Next Generation Sequencing (NGS)

Subject’s DNA (n=1940) was sequenced at high coverage (95% >500x) on an Ion Proton
sequencer using a custom Ampliseq “CHIP” panel (Thermo Fisher Scientific) designed to
target the top 11 genes reported in CHIP (4SXLI, CBL, DNMT3A, GNAS, GNBI, JAK?2
(chr9:5073674- 5073808), PPM1D, SF3B1 (exons 14-16), SRSF2, TET2 and TP53)*™" with
202 amplicons covering 38.49 kb. The panel coverage, specificity and sensitivity were
validated (see Supplemental Figure 1). Mutations were considered present if the Variant Allele
Frequency (VAF) was > 2% as defined by Steensma ef al. 10 Base calling, alignment (hg19) and
variant calling were performed in instrument by TorrentServer v5.8.0 (Thermo Fisher
Scientific). Subsequently, mutations were annotated and filtered using lonReporter v5.8
(Thermo Fisher Scientific) and only exonic and splice site mutations with a minor allele
frequency (MAF) < 0.001 were kept for further annotation. Frameshift, nonsense, in-frame
deletions or insertions, splice sites and predicted consequential missense mutations (based on
ClinVar, FATHMM or PolyPhen) were considered significant. In absence of non-
hematological tissue for germline status confirmation, mutations with a VAF of 50% or 100%
(= 4%) were considered potentially germline and excluded (n=9) except if they co-occurred
with other somatic mutations (n=9) (see Supplemental Table 1).

Statistical analyses

Bivariate associations were evaluated using the Fisher’s Exact test and the Kruskal-Wallis test
for categorical and continuously coded variables, respectively. hs-CRP was modelled as In(hs-
CRP) due to its non-normal distribution. The geometric mean was calculated by taking the
antilog of the mean of the log-transformed hs-CRP data, as previously described.” Normality
of residuals from a generalized linear regression (GLM) model adjusted for age, sex, body
mass index (BMI), and previous history of CAD with In(CRP) was confirmed. GLMs tested
the associations of CHIP-associated mutations and levels of In(hs-CRP) after adjusting for age,
sex, body mass index (BMI), and CAD status at baseline. Stratified analyses were performed
according to CAD status. Back transformation of the regression beta term for In(CRP) was
derived as ep, and the 95% confidence interval (CI) as er#oswaderr The percent difference in
hs-CRP between CHIP+ and CHIP- was derived as (es-1 ) x100. Additional analyses were
performed according to the CHIP VAF, and categorized as VAF >0.10 vs. no mutation.
Analyses were performed using SAS v.9.4 and R version 3.5.1. In sensitivity analyses, we
adjusted for additional confounding factors, such as diabetes mellitus at baseline, as well as
statin, aspirin, and beta-blocker use at baseline. In sub-group analyses, we focused on those
without a history of cancer at study entry.
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Results

Study population

The population was comprised of 1940 subjects, of which 9 were excluded because of potential
germline mutations (see below) and another 44 were excluded because they had cardiovascular
disease without CAD at baseline. The remaining 1887 participants included 1359 patients with
at least one previous account of MI, PCI, or CABG, and 528 patients without a previous history
of CAD.

CHIP-associated mutations

We identified 427 CHIP carriers among the 1887 participants (22.6%, Figure 1). Of these, 331
(17.5%) had a single mutation, and 96 (5.1%) had more than one mutation. The prevalence and
the relative proportion between the 11 candidate genes were similar to previous reports.”"
Mutations in DNMT3A4, TET2 and ASXLI accounted for the majority of mutations (82.9%).
The mean VAF was 13.3%. The prevalence of CHIP carriers was slightly higher in the non-
CAD than in the CAD cohort (25.3% vs 21.5%, P=0.075). The relative prevalence between the
different genes was similar between the two cohorts, except for TET2 whose prevalence was
higher in the non-CAD cohort (9.0% vs 4.9%, P<0.001). All mutations are described in
Supplemental Table 1.

Population characteristics according to CHIP carrier status

Subjects were segregated according to their CHIP carrier status (CHIP- or CHIP+) in three
groups: (i) all subjects, (ii) subjects with CAD, and (iii) subjects without CAD. Table 1
describes the baseline characteristics of the three groups. Univariable analyses showed that
CHIP carriers were significantly older (mean: 75.0 vs. 74.4 years-old, P=0.002), were less
affected by dyslipidemia (85% vs. 88%, P=0.041), and had fewer previous PCI (30% vs. 38%,
P=0.006) than CHIP non-carriers. hs-CRP was significantly higher in CHIP carriers compared
to non-carriers (median: 1.60 vs. 1.41 mg/L, P=0.009). Smoking, past or current, was not
associated with CHIP.

Primary analysis (entire cohort)

Our primary analysis focused on all patients, regardless of CAD status, and consisted in
performing a multivariable generalized linear regression analysis for prediction of hs-CRP
(n=1887). CHIP carriers of any gene mutations had significantly higher hs-CRP than non-CHIP
carriers in adjusted analyses (ep=1.21, 95% CI: 1.08-1.36, P=0.001, Table 2). Focusing on
mutations in individual genes, CHIP carriers of mutations in DNMT3A4 had higher hs-CRP than
those without mutations in that gene (e’=1.17, 95% CI: 1.01-1.36, P=0.04). No other significant
effect was observed for any of the remaining individual genes.

Secondary analyses (CAD and non-CAD subgroups)

Among the patients with CAD at baseline (n=1359), CHIP carriers were older (mean: 75.1 vs.
74.5 years), had fewer previous PCI (44% vs. 52%), more congestive heart failure (24% vs
18%), and higher hs-CRP (median: 1.60 vs. 1.39 mg/L) than non-CHIP carriers (all P<0.05,
Table 1). In the non-CAD cohort (n=528), CHIP carriers were also significantly older than
non-carriers (74.9 vs. 74.1 years) but had lower rates of current smoking (0.8% vs. 4.6%), and
hs-CRP levels were not significantly different between those two groups. In multivariable
generalized linear regression analyses focusing on patients with a history of CAD at baseline,
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CHIP carriers of any mutations had higher hs-CRP than non-CHIP carriers after adjusting for
covariates (e'=1.22, 95% CI: 1.06-1.41, P=0.005, Table 2). This association was not significant
in the smaller subgroup of patients without a history of CAD at baseline (e’=1.15, 95% CI:
0.94-1.40, P=0.178).

Sensitivity, sub-group and additional analyses

When limiting analyses to individuals with VAF >10%, as compared to those without CHIP,
carriers of any gene mutation also had higher In(CRP) (e*=1.23, 95% CI: 1.05-1.45, P=0.038)
in adjusted analyses (data not shown). This was not different than the entire CHIP cohort
(e'=1.21). However, we could not document a quantitative correlation between In(CRP) and
CHIP due to limited sample size in patients with VAF >10% (n=191). In sensitivity analyses,
we adjusted for additional confounders (statin, aspirin, beta-blocker use at baseline, as well as
diabetes mellitus) that could have influenced the results of our analyses. The additional
adjustment of these confounding factors in our multivariable analyses did not affect the
magnitude of our findings. Finally, because patients with a cancer diagnosis at study entry are
likely to have received chemotherapy or radiation therapy, which could result in clonal
expansion, we also conducted a sub-group analysis in patients without cancer at baseline
(n=1541). The relationship between CHIP and In(CRP) in this cohort remained unchanged.

Discussion

Young et al. documented mutations in TET2 or DNMT3A at very low frequencies in 95% of
individuals aged 50 to 60 years, suggesting that these genes are almost ubiquitously mutated
after the age of 50.2 However, only a fraction of mutated individuals will have clonal expansion
of a magnitude corresponding to CHIP," and an associated increased risk of hematological
cancers and cardiovascular disease. It is therefore of prime importance to identify the factors
associated with clonal progression. Thus, we evaluated the hypothesis that inflammation is
associated with clonal development of CHIP-related mutations in a single center cohort of 1887
individuals aged over 70, comprising individuals with (1359) and without (528) CAD at
baseline. We showed that hs-CRP is significantly higher in subjects with CHIP than in those
without CHIP, supporting the hypothesis that there is a link between inflammation and CHIP’s
pathogenesis in aging individuals (Figure 3).

We selected patients aged above 70 to maximize the prevalence of CHIP, which was indeed
22.6% in this cohort. Surprisingly, patients without CAD at baseline had slightly higher
prevalence of CHIP than those with CAD at baseline (25.3% vs 21.5%, P<.075). Since CHIP
is associated with an increased risk of CAD, we expected a higher prevalence of CHIP in this
subgroup. We speculate that selecting patients aged >70 years-old may have systematically
introduced a survival bias, where CHIP carriers with CAD may have been left out due to earlier
death. It is also intriguing that the prevalence of TET2 mutations was significantly lower in the
CAD cohort than in the non-CAD subgroup. It is possible that specific CHIP-associated genes
have a different survival impact. Expanding the cohort to include younger patients may
ultimately allow us to answer this question.

The primary objective of this study was to document an association between inflammation
using hs-CRP and CHIP carrier status. CRP was discovered in 1930 in the serum of patients
with pneumococcal pneumonia.” It is a pentraxin produced by the liver and an acute phase
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reactant,” 1L-6, IL-1 and TNFa are the main inducers of CRP.** CRP measurement is
commonly used to evaluate tissue injury, infection, and inflammatory diseases.” The
development of high-sensitivity assays2s has been invaluable for the investigation of low grade
chronic inflammation in different human diseases.” The value of hs-CRP as a predictor of
cardiovascular events was demonstrated 20 years ago.” For example, in a cohort of 28,263
normal women, hs-CRP measured only once at baseline was the strongest predictor of coronary
heart disease death, nonfatal myocardial infarction, stroke, or the need for coronary
revascularization procedures amongst other biomarkers including IL-6. We adopted a similar
approach using baseline hs-CRP measurement in a cohort of patients with and without CAD.

The association between hs-CRP and CHIP was demonstrated in both univariable and
multivariable analyses for the entire study population and for the cohort with CAD. This
demonstration was made using an adequately large, single center, cohort of older individuals,
and a commonly available biomarker of inflammation (Figure 2). The differences in hs-CRP
levels between CHIP and non-CHIP carriers within non-CAD cohorts was slightly lower, and
the difference did not reach statistical significance. This might be related to the fact that our
non-CAD cohort was smaller than the CAD counterpart (528 vs 1359) or that the influence of
inflammation as measured by hs-CRP has a greater influence on CHIP development in CAD
patients. Interestingly, two recent studies did not identify a clear relationship between hs-CRP
and CHIP. Bick et al. analyzed exome sequences from 35,416 individuals from the UK biobank
without prevalent cardiovascular disease (similar to our non-CAD cohort).* They reported a
modest and significant increase in hs-CRP (2.49 vs 2.85, P=0.03) in univariate analysis, but
this association was lost in the covariate-adjusted model (P=0.08). Further, in a recent TOPMed
communication®, Bick et al. identified in data from diverse genetic cohorts (n=32) that CHIP
was associated with IL-6 (P=0.0035, n=11762), IL-1b (P= 2.4 X10*, n= 598), but not with hs-
CRP (P=0.10, n=22092). These discordant results are surprising as both IL-6 and IL-1 are
inducers of CRP production by the liver.* It is possible that CRP is not a sensitive or specific
inflammation biomarker of CHIP compared to IL-6 or IL-1, and/or that our single center and
laboratory approach increased the capacity to identify a true relationship in contrast to large
heterogeneous cohorts. Nevertheless, these studies confirm the association between biomarkers
of inflammation and CHIP.

The demonstration of an association between inflammation and CHIP in human subjects does
not address the causal relationship between the two entities. Does inflammation promote clonal
expansion of CHIP or do CHIP clone(s) drive inflammatory response? Zhang et al.
demonstrated that myeloid derived cells with loss of TE72 maintain higher expression of IL-
6, and that TET? is required to resolve inflammation and specifically repressed IL-6. Fuster et
al. studied clonal expansion of fef2-mutant cells in atherosclerosis-prone mice and
demonstrated that TET2-deficient macrophages exhibited an increase in NLRP inflammosome
mediated IL-1 B secretion.” Interestingly, Bick ef al. demonstrated that a relatively common
coding mutation in the IL6-Receptor (pAsp358Ala) which significantly reduces signalization
of IL-6, attenuated cardiovascular risk of CHIP carriers vs non-CHIP carriers,” supporting a
causal link between CHIP, inflammation and CAD. Taken together this indicates that CHIP’s
mutation increase inflammation cytokines profile, at least at the cellular level. However, there
are also several lines of evidence that suggest that increased inflammation promotes clonal
expansion of mutated HSC (reviewed in*). In a key experiment, Cai et al. showed a rapid
increase in the frequency and absolute number of Tet2-KO mature myeloid cells and HSCs in
response to inflammatory stress, and demonstrated an enhanced production of inflammatory
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cytokines, including interleukin-6 (IL-6) by these cells.* Taken together, these studies suggest
that extrinsic inflammation mediators may selectively support clonal expansion of mutated
HSCs which will eventually contribute to excessive cytokine release perpetuating a feedback
loop.*

The difference of hs-CRP levels between CHIP carriers and non-CHIP carriers was relatively
modest (£20%). However, a small quantitative difference in inflammatory cytokines may have
a lever effect if it is linked with increase receptor expression. Such a model has been
demonstrated for chronic myelogenous leukemia (CML) in which stem cells have increased
IL-1 receptor activity,® and increased proliferation and survival in a proinflammatory
environment.”” Furthermore, in a recent meta-analysis of inflammatory cytokine profile of 697
individuals with myelodysplastic syndromes versus controls, Shi et a/. demonstrated a small
but significant increase levels of TNF, IL-8 and IL-6.* In a cohort of patients with ulcerative
colitis, Zhang et al. documented a small but significantly increased level of serum INFy but
not TNF-a in subjects with DNMT3A mutation.” Therefore, it is possible that small but long
standing difference in inflammation level may have a biological impact. Interestingly,
treatment with the anti-IL1b antibody canakinumab led to significant reductions of not only
cardiovascular disease,” but also incident lung cancer in patients with CAD.* Furthermore, the
recent demonstration that utilization of a low dose of the anti-inflammatory drug colchicine
reduces cardiovascular events after MI may further justify the prospective evaluation of such
approaches in CHIP carriers.*

This study also allowed us to make additional observations. CHIP regroups alterations
occurring in several different genes, but clinical outcomes have been usually estimated
according to the CHIP-carrier status® rather than gene-specific estimation. Recently, some
studies have demonstrated gene specificities in regards to risk of progression to acute myeloid
leukemia,* genetic predisposition' or lineage restriction*. We wanted to study the relationship
between inflammation and specific CHIP-associated genes. We were able to document a
positive association between DNMT3A4 and hsCRP in the entire cohort. No other association
was statistically significant, although quantitative differences were similar for DNMT3A4, TET?2
and ASXLI. A significantly larger cohort would be necessary to address this question. We
documented a significant association between heart failure and CHIP carrier status. This is in
line with several previous observations in mice* and humans.** In contrast, we did not find an
association with smoking in this cohort where prevalence was very low.

In conclusion, this study highlights the role of inflammation in CHIP. The etiology of CHIP is

probably multifactorial and several other factors need to be identified. Clinical trials should
test whether anti-inflammatory therapy can reduce CHIP progression and related diseases.
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Table 1. Baseline characteristics of the study population. according to clonal hematopoiesis of
indeterminate potential (CHIP) status (univariate analysis).

All patients Without baseline With baseline
coronary artery disease | coronary artery disease
CHIP+ CHIP- CHIP+ CHIP- CHIP- CHIP-
N{%) 407026) | 1460(774) | 134053) | 394(747) |  293015)| 1066(78.5)
Aze. i Mean (SD) | 50G4* | 744(3)| 49G2* | 74163 | T50G5* | 7458 (G3)
gf)‘)gh" kg Mcan 775055) | 782044)| 770065 | 7500149 | 77801500 794q141)
geliﬁh" m Mesn 165009 | 166008)| 164010)| 1630009 | 166008 | 167(0.08
38197 38245 38300 37915 38108 38367

BMI, Mean (SD) (5.041) (4.423) (5.265) (4.446) (4.942) (4.410)
Male. n (%) 292 (68.4%) mlgf‘; 67(50.0%) | 183 (464%) [ 225(76.8%) | 861 (80.8%)
Cardiovascular risk factors — n (%)
Dyslipidemia >o1 871 sa(627%) | 267(67.9%) | 277 94.5%) ol

Lip (84.5%)* (88.3%) 2.7%) | 267(61.9%) | 2T1(A: (95.8%)
Hypertension 327 (76.8%) (7;;)3:) 82 (61.7%) | 239 (60.7%) | 245(83.6%) | 856 (80.7%)
Diabetes 120 08.1%) | 408 (28.0%) | 26(194%) | 73(185%) | 94(32.1%) | 335 G15%)
Ever smoker 301 (70.7%) | 988 (67.7%) | 79 (39.4%) | 218(553%) | 222 (15.8%) | 770 (712.3%)
Current smoker 21 @%%) | 713%%) |  1(08%)°* | 18(36%)| 20(68%)| 53 (5.0%)
CVD history — n (%)
Coronary heart ” o 1066
Goroma 203 (68.6%) g . . . -
Previous MI 103 @53%) | 629 @5%) |  0(0.0%) 0(00%) | 193 (66.1%) | 649 (60.9%)
Previous PCI Goase | SOGTTR [ 000 | 0009 | 4 4enr | SSOGLEW
Previous CABG 163 382%) | 601 @12%) | 0(0.0%) 0(00%) | 163 (55.6%) | 601 (564%)
Stroke 200%) | 134(106%) | 0(0.0%) 0(00%) | 42 (134%) | 154 (135%)
Ansina 350 58.7%) | 922 (635%) | 0(0.0%) 0(00%) | 250 (85.6%) | 924 87.1%)
PVD 85 (19.9%) | 306 21.0%) | 0(0.0%) 0(00%) | 85(29.0%) | 306 (288%)
Angiography 279 (65.3%) (69?%}3 15112%) | 520132%) | 26400.1%) | 966 (90.6%)
CHF 72 (169%) | 195 (13.4%) T0.7%) 305%) | 71 43%)" | 193 (182%)
Medication — n (%)
Aspirin 310 (72.6%) a 6‘;;?3 66 (49.3%) | 193 (49.0%) | 244(833%) | 930(87.2%)
Aatiplatelet 329 (77.0%) (79?7133 67(50.0%) | 199(50.5%) | 262 (89.4%) | 965 (90.5%)
Statin 360 (843%) (371 4’76) 83 (61.9%) | 259(65.7%) | 277 (94.5%) (9513.27)
ACE 144 (33.7%) | 538(36.8%) | 24(179%) | 77(195%) | 120 (31.0%) | 461 (43.2%)
ARB 157 (36.8%) | 496 (34.0%) | 43 (32.1%) | 130(33.0%) | 114(38.9%) | 366 (343%)
Beta-blockers 387 (67.2%) | 070 (664%) | 55 (31.0%) | 143 (363%) | 232 (19.2%) | 827 (77.6%)
Lipids, mmol/L — mean (SD)
Total cholesterol 380(1.00)| 386(008)] 444(102)] 450(111)] 363(088)| 3.59(0.76)
Triglycerides 192(103) | 199(1.02)| 192(1.08) | 204(1.03)| 193(1.00)| 197(101)
HDL 123(037) | 122(036)| 132(036) | 134(042)| 1.19(036)| 118(033)
IDL 180(08%) | 175(083)| 228(089)| 236(099)| 158070 152(062)
hs-CRP mg/L — median (IQR), min-max
hs-CRP [ 16002.96)* | 141229, 155299). | 1452223).[ 1.60(2.88)* [ 1.392.30)
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| 009-1150| 0088070| 0099280 | 0.08-61.30| 0.09-1150] 0.08-80.70

Cancer history — n (%)

Any cancer 80 (208%) | 257(17.6%) | 26(194%)| 67(170%)| 63(215%)| 190(178%)
?;“::fbg‘“l 6(14%) 17(11%) | 30Q2%)* 0 (0.0%) 3(1.0%) 17 (1.5%)
Incident/recurrent cancer — n (%)

Any cancer 34(79%) | 111 (7.6%) 11(82%) | 25(63%) | 23(78%)| 86 (8.0%)
Hematological 5 )y o/ 5 (0 59/ 3 (0 624 )y
v 7016 | 21(14%) 0 (0.0%) 2 (0.5%) 2 (0.6%) 4(03%)

ACE: angiotensin-converting enzyme; ARB: angiotensin receptor blockers; BMI: body mass index; CABG: coronary artery
bypass graft; CAD: coronary artery disease; CRP: C-reactive protein; CVD: cardiovascular disease; HDL: high density
lipoprotein; HF: heart failure; IQR: interquartile range; LDL: low density lipoprotein; MI: myocardial infarction; PCI:
percutaneous coronary revascularization intervention; STD: standard deviation.

* When P=0.05 per Fisher’s Exact test or Kruskal-Wallis two-sided significance test.
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Table 2. Association between CHIP and hs-CRP at study entry (multivariate analysis).

All patients Without baseline With baseline
coronary artery disease | coronary artery disease
(n=1887) (n =3518) (n=1359)
CHIP+ | CHIP- CHIP+ | CHIP- CHIP~ | CHIP-
Any mutations
n 427 1460 134 394 203 1066
1.85(0.81- 1.5(0.71- 186(0.83- [ 1.51(0.77- | 1.84(0.81- 1.49 (0.69-
bs-CRP GM, mg/L (IQR) 3.57) 3.(00) 3.2(32) 3.1()2) 3.%2) 3.<()1)
g%‘f'“‘mmd P (3% 1.21 (1.08-1.36) 1.15 (0.94-1.40) 122 (1.06-141)
% difference 21% 15% 22%
P value* 0.001 0.178 0.005
DNMT3A
n 218 1669 66 462 132 1207
hs-CRP GM, mg/L 1.82(080- | 1.54(0.73- | 191(081- | 1.55(0.77- | 1.79(0.78- 1.54 (0.71-
(IQR) 3.79) 1.43) 472) 3.10) 3.66) 3.13)
Back-transformed -
(95% CT)* P 1.17(1.01-1.36) 1.23(0.95-1.59) 1.15(0.95-1.38)
% difference 17% 23% 15%
P value* 0.04 0.125 0.148
TET2
n 115 1772 48 480 67 1292
hs-CRP GM. mg/L 1.78(081- | 156(0.73- | 1.77(0.82- | 1.58(0.77- | 1.79(0.76- 1.55(0.71-
(IQR) 3.46) 3.19) 277 327) 4.01) 3.17)
Back-transformed y ,
(95% CI)* 1.13(0.92-1.38) 0.92 (0.68-1.24) 1.24(0.94-1.62)
% difference 13% -2% 24%
P value* 0.253 0.585 0.128
ASXL1
n 52 1835 14 514 38 1321
hs-CRP GM, mg/L 193(088- | 156(0.73- | 1.77(096- | 1.59(0.77- | 1.99(0.83- 1.55(0.71-
(IQR) 3.64) 3.19) 245) 327) 4.25) 3.17)
Back-transformed f ,
(95% CI)* 1.26 (0.94-1.69) 1.09 (0.64-1.86) 1.31(092-1.87)
% difference 26% 9% 31%
P value 0.128 0.751 0.138
PPMI1D
n 38 1849 9 519 20 1330
hs-CRP GM, mg/L 1.64(067- | 157(0.74- | 184(0.60- | 1.59(0.78- | 1.59(0.74- | 1.56 (0.71-
(IQR) 343) 3.19) 5.09) 3.23) 3.28) 3.18)
Back-transformed ,
(95% CD)* 0.98 (0.69-1.39) 1.14 (0.59-2.20) 0.95(0.63-1.43)
% difference -2% 14% -5%
P value 0.909 0.705 0.805

CHIP: clonal hematopoiesis of indeterminate potential. CHIP+: cammer of mutation (s). CHIP-: Non-camier of mutation,
CAD: coronary artery disease, GM: geometric mean, IQR: interquartile range. Std. Emror: Standard error

N.B. The sample size related to carmiers of mutations in 7P53, SF3BI, SRSF2, CBL, and J4K?2 were insufficient to perform
analyses in these sub-groups. The presented P values for mutations yes vs. no status differences in log-transformed changes

m hs-CRP.

* Generalized linear regression model-denived In(hs-CRP) with adjustment for age, sex, and coronary artery disease status
at baseline-adjusted where CHIP- was the referent category.
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Figure 1. Prevalence and distribution of somatic mutations. (A) Description of the
cohort (n=1887). (B) Prevalence of the 540 somatic mutations identified in 427 individuals
of the cohort. (C) Mutation signature of all single nucleotide substitutions (see
Supplemental Figure 2). (D) Variant allele fraction (VAF) distribution of all somatic
mutations. (E) Co-occurrence of the all somatic mutations in the 427 mutated individuals.
Darker shades represent double mutation in the same gene. (F) Contribution of individual
genes to the total number of observed somatic mutations. (G) Average VAF of somatic
mutation for each gene.
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Figure 2. High sensitivity C-reactive protein concentration (mg/L) in CHIP- and
CHIP+ individuals. Box-and-Whisker pot of the hs-CRP concentration (mg/L) in all
CHIP- (n=1460) and CHIP+ (n=427) individuals of the cohort. The center line denotes the
statistical median, while the box contains the first (Q1) to third (Q3) quartiles. Whiskers
mark 3/2 times the interquartile range. Outliers are not represented.

* When P<0.05 per Kruskal-Wallis two-sided significance test.
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Figure 3. Risk factors for CHIP. CHIP is age dependent. Several factors may influence
its development. These include genetic predisposition, exposure to genotoxic and immune
attack (reviewed in"®). This study further confirms the potential role of an inflammatory
state in CHIP development.
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