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INTRODUCTION

I. Qu’est-ce que I’hématopoiese clonale de potentiel indéterminé ?

A. Hématopoiese normale

L’hématopoicse est I’ensemble des mécanismes qui assurent la production des cellules
sanguines a partir d’une cellule souche hématopoiétique (CSH). La durée de vie des cellules sanguines
étant limitée (120 jours pour les hématies, 7 jours pour les plaquettes et 24h pour les polynucléaires
neutrophiles), il s’agit d’un processus continu assurant le renouvellement constant et régulé des cellules
sanguines. Apres la naissance, I’hématopoiese se localise dans la moelle osseuse, principalement dans
les os plats et courts chez 1’adulte. Elle peut étre divisée en myélopoiese et en lymphopoiese. La
myélopoiese aboutit a la production des polynucléaires neutrophiles, éosinophiles et basophiles, des
monocytes, des plaquettes et des érythrocytes. La lymphopoiese aboutit a la production des lymphocytes

(B, T et NK).
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Figure 1 : Représentation pyramidale de I’hématopoiése

La cellule souche hématopoiétique (CSH) est une cellule multipotente capable de division asymétrique permettant
d’une part son autorenouvellement et d’autre part une différentiation en cellules sanguines matures fonctionnelles.
La CSH mature en progéniteurs puis en précurseurs. Les précurseurs sont des cellules engagées dans une voie
restreinte de différentiation. L’hématopoiése aboutit a la production de lymphocytes, de polynucléaires
(neutrophiles, éosinophiles, basophiles), de plaquettes et d’hématies circulants dans le sang. Il s’agit d’un
processus bien régulé au niveau de la moelle osseuse notamment par les cellules stromales de soutien qui modulent
I’hématopoiese. (D’apreés la Société frangaise d’hématologie, 2014).

L’hématopoicse est souvent représentée selon une organisation pyramidale (Figure 1). Au
sommet se situent les CSH, définies comme des cellules capables de reconstituer une hématopoicse

complete apres irradiation létale. Ce sont des cellules rares (0,01 a 0,05 % des cellules médullaires) et



majoritairement quiescentes. Elles sont considérées comme des cellules multipotentes capables
d’assurer a la fois leur auto-renouvellement tout au long de la vie et la production de cellules sanguines

matures fonctionnelles.

En dessous des CSH, différents compartiments peuvent étre distingués en fonction du degré de
maturation des cellules qui les composent. Les progéniteurs correspondent aux cellules qui ont perdu la
capacité d’auto-renouvellement et la multipotence. Les précurseurs sont des cellules plus engagées
encore dans la différenciation hématopoiétique. Elles présentent des capacités de différenciation

restreintes a une seule lignée et sont morphologiquement identifiables sur un myélogramme.

La régulation de I’hématopoiese fait intervenir de nombreux acteurs. (1) On retiendra d’une part
les cellules de soutien dites stromales qui concourent a la constitution d’un micro-environnement
spécifique appelé niche hématopoiétique. D’autre part, on notera le role de facteurs moléculaires et
métaboliques dans le contréle du devenir des CSH. En particulier, il est bien connu que 1’hématopoiese
est contr6lée en partie par des facteurs solubles appelés cytokines, qui sont produites a distance ou
localement par les cellules hématopoiétiques et les cellules stromales. Certaines cytokines sont des
facteurs activateurs de I’hématopoiese en stimulant la production de cellules matures. Elles peuvent agir
de maniere synergique (ex : SCF, FLT3-L, ...), avoir une action sur plusieurs lignées (ex : GM-CSF,
...) ou restreinte a une seule (ex : G-CSF, M-CSF, EPO, ...). Ainsi, certaines agissent sur les stades
précoces de différenciation hématopoiétique alors que d’autres régulent des processus plus tardifs dans

I’hématopoiese. D’autres encore sont des facteurs inhibiteurs comme le TNFa ou les interférons (INF).

B. Hématopoiese pathologique et hémopathies malignes

Les hémopathies malignes apparaissent a la faveur d’une dérégulation de I’hématopoi¢se. Elles
sont généralement caractérisées par une prolifération cellulaire exagérée au niveau du tissu
hématopoiétique. En fonction du type de cellule produit en exces et de la présence ou non d’un blocage

de maturation, différentes hémopathies malignes peuvent étre distinguées.

Les leucémies aigues sont caractérisées par une prolifération au niveau de la moelle osseuse de
cellules hématopoiétiques immatures appelées blastes. L’envahissement de la moelle osseuse par les
blastes est responsable d’une insuffisance médullaire par répression de I’hématopoiese normale. Selon
I’appartenance des cellules blastiques a la lignée myéloide ou lymphoide, on distingue les leucémies

aigues myéloides (LAM) et les leucémies aigues lymphoides (LAL).

Les hémopathies dites « chroniques » sont associées a une prolifération cellulaire excessive
mais en absence de blocage de maturation, conduisant a un exces de production de cellules matures.
Selon les lignées atteintes, on pourra distinguer les syndromes myéloprolifératifs (SMP) caractérisés par
un exces de production de cellules myéloides et les syndromes lymphoprolifératifs (SLP) caractérisés

par la prolifération anormale de lymphocytes B, T ou NK.



Un groupe de maladie a part mérite d’étre mentionné : les syndromes myélodysplasiques
(SMD). En effet, ces hémopathies sont caractérisées principalement par une apoptose prématurée des
cellules hématopoiétiques plutdét qu’une prolifération cellulaire excessive, conduisant a une

d’insuffisance médullaire.

Pour finir, il parait important de noter que les hémopathies sont des maladies dynamiques
susceptibles d’évoluer dans le temps. En particulier, il existe un risque pour les SMP et les SMD de

transformation en leucémie aigué qui est alors définie comme « secondaire ».

C. Hématopoiese clonale de potentiel indéterminé

La notion de clonalité définit un ensemble de cellules portant les mémes mutations et dérivant
donc d’une méme cellule initiale mutée. Par opposition aux mutations constitutionnelles transmises de
facon héréditaire par les parents et donc présentes des la naissance dans toutes les cellules de
I’organisme, les mutations somatiques sont acquises au cours de la vie d’un individu. Elles ne seront
présentes que dans les cellules découlant de la cellule initiale mutée. L’Homme adulte posséde entre 50
000 et 200 000 CSH. (2) Rarement, les CSH peuvent acquérir des mutations lors de leur division. Welch
et al ont ainsi estimé qu’environ 1 mutation serait acquise par décade par les CSH. (3) Ces mutations
n’affectent généralement pas leur fonction, cependant selon le géne touché, elles peuvent parfois

conférer aux cellules qui les portent un avantage d’auto-renouvellement et/ou de prolifération.

L’existence d’une hématopoiese clonale apparaissant au cours du vieillissement a été démontrée
pour la premiere fois par 1’étude de 1’inactivation du chromosome X. Chez la femme chaque cellule
possede deux chromosomes X, I’un de transmission paternelle et I’autre de transmission maternelle. Un
seul de ces deux chromosomes ne peut étre actif dans la méme cellule. Il existe donc un phénomene
d’inactivation aléatoire du chromosome X, appelé lyonisation, au sein de chaque cellule. De ce fait
chacun des deux chromosomes X devrait étre inactif dans environ 50% des cellules. C’est dans les
années 1990, que la mise en évidence d’un déséquilibre dans I’inactivation des 2 chromosomes X, plus
fréquent chez les femmes agées, a permis de suggérer I’existence d’une clonalité des cellules sanguines
liée a I’age. (4,5) Cette hypothese s’est confirmée en 2012, puisque des mutations dans le gene TET2
ont été trouvées chez environ 5% des femmes agées présentant également un déséquilibre d’inactivation
du chromosome X. (6) Or les mutations de TET2 avaient été identifiées 3 ans auparavant comme des
mutations somatiques acquises chez des patients porteurs d’hémopathies myéloides. (7) L’étude de
Busque et al constituait donc la premiere démonstration qu’une hématopoiese clonale induite par une

mutation peut se produire chez des personnes en bonne santé.

Le terme d’hématopoiese clonale de potentiel indéterminé (clonal hematopoiesis of
indeterminate potential ou CHIP) a par la suite été introduit pour décrire I’existence chez un sujet, de
CSH portant une ou plusieurs mutations somatiques, en absence de toute hémopathie maligne. Ceci se

traduit par la détection de mutations affectant des genes impliqués dans les hémopathies myéloides avec

10



une fréquence allélique du variant (variant allele frequency ou VAF) supérieure ou égale a 2% au niveau
des cellules sanguines circulantes alors que la numération formule sanguine (NFS) ne présente pas

d’anomalie. (8)

Les CHIP peuvent donc étre vues comme 1’équivalence moléculaire des anomalies biologiques
mises en évidence sans pour autant avoir les criteres requis pour conclure a une hémopathie maligne.
On connait ainsi depuis longtemps I’existence des gammapathies monoclonales de signification
indéterminée (monoclonal gammopathy of undetermined significance ou MGUS) et des lymphocytoses
B monoclonales (monoclonal B-cell lymphocytosis ou MBL). Plus récemment, des cytopénies de
signification indéterminée (Idiopathic Cytopenia of Undetermined Significance ou ICUS) et des
dysplasies de signification indéterminée (Idiopathic Dysplasia of Undetermined Significance ou IDUS)
ont également été décrites. Lorsqu’une ICUS est associée a la mise en évidence d’une hématopoiese
clonale, on parle alors de CCUS (Clonal Cytopenia of Undertermined Significance). (9) Les criteres de

ces différentes conditions sont détaillés dans le Tableau 1.

Tableau 1 : Acronymes décrivant I’hématopoiése clonale

Acronymes Signification Définition
Hématopoiese  clonale de Détection d’une ou plusieurs mutations somatiques (VAF >
potentiel  indéterminé ou 2%) touchant des genes impliqués dans des hémopathies
CHIP o e b .
Clonal  Hematopoiesis  of myéloides, en absence de cytopénie, de dysplasie ou de

Indeterminate Potential néoplasie associée

Hématopoiese clonale liée a P . . .
P Détection d’une ou plusieurs mutations somatiques dont la

B-cell lymphocytosis

ARCH I’age ou Aging Related Clonal < A
o fréquence augmente avec 1’age

Hematopoiesis

Cytopénies de signification
ICUS indéterminée ou Idiopathic Présence d’une ou plusieurs cytopénies sans critere de SMD ni

Cytopenia of Undetermined d’autres hémopathies malignes

Significance

Dysplasi ignificati . . . .

~YSpasies. de signthication p ccence de dysplasies touchant une ou plusieurs lignées

indéterminée ou Idiopathic . - P . .
IDUS . . cellulaires sans critere de cytopénie ni d’autres hémopathies

Dysplasia of Undetermined .

o malignes
Significance
éni lonal . , . - s .

Cytqpen1§s | clonaies de Présence d’une ou plusieurs cytopénies sans critere de SMD ni

signification indéterminée ou | < . . s <
CCUS . d’autres hémopathies malignes, associées a une hématopoiese

Clonal Cytopenia of

. . clonale

Undertermined Significance

Gammapgthlf':s monf)clong le}:s Présence d’une immunoglobuline monoclonale, sans infiltrat
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Comme cela était suggéré par les différentes études ayant conduit a la découverte des CHIP, le
principal facteur de risque d’étre porteur d’une CHIP est I’age. (10,11) L’acronyme ARCH (Aging

Related Clonal Hematopoiesis) est parfois utilisé pour décrire I’hématopoiese clonale liée a 1’age.
II. Aspects génétiques de I’hématopoiese clonale de potentiel indéterminé

A. Rappels de génétique

L’information génétique d’une cellule est contenue dans 1’acide désoxyribonucléique (ADN),
répartie entre le génome nucléaire et le génome mitochondrial. Dans le génome nucléaire, les molécules
d’ADN s’associent a des protéines (notamment les histones) pour former la chromatine constituant les
chromosomes. Les geénes sont répartis aléatoirement le long de I’ADN. Ils sont formés de parties
codantes, les exons et de parties non codantes, les introns. Chaque gene est présent dans le génome en
deux copies définissant des alleles (I’'un d’origine maternelle, 1’autre d’origine paternelle).
L’information génétique contenue dans I’ADN est déterminée par I’enchainement particulier des
nucléotides qui le composent, appelé séquence nucléotidique. Chaque nucléotide est composé d’une
base azotée (adénine (A), guanine (G), cytosine (C) et thymine (T)) associée a un pentose et un a trois
groupes phosphates. L’ADN sera transcrit en acide ribonucléique messager (ARNm) puis traduit en
protéine. Cette étape de traduction se fait selon le code génétique qui associe & un triplet de nucléotide

(appelé codon) un acide aminé particulier.

Les mutations sont définies comme toute variation de séquence de I’ADN, qu’elle soit ponctuelle ou
étendue, et quelles qu’en soient ses conséquences. Elles peuvent avoir lieu au niveau de régions codantes
ou non codantes. Les substitutions correspondent au remplacement d’un nucléotide par un autre. Elles
peuvent aboutir a la modification de I’acide aminé codé sur la protéine. On parle alors de mutation faux-
sens. Parfois, la redondance du code génétique fait que la modification de la séquence d’ADN ne se
répercute pas sur la séquence de la protéine codée, on parle alors de mutation silencieuse ou synonyme.
Dans le cas des mutations non-sens, le nouveau codon généré par la mutation correspond a un codon
stop entrainant une troncation de la protéine par arrét de la traduction. L’insertion ou la délétion de
plusieurs paires de bases peut s’accompagner d’un décalage du cadre de lecture lors de la traduction. Ce
décalage aboutit fréquemment a I’apparition d’un codon stop prématuré et donc une troncation de la

protéine codée.

De plus, apres transcription des ARNm, le phénomene d’épissage permet d’exciser les introns
(parties non codantes) et de rapprocher les exons (parties codantes) (voir paragraphe C.1 ci-apres). Des
mutations peuvent survenir au niveau des sites d’épissage, I’élimination totale ou en partie de certains

exons et/ou la conservation d’introns, conduisant souvent a un décalage du cadre de lecture.

La recherche de mutations peut mettre en jeu différentes techniques. La derniere décennie a vu

I’avenement de techniques permettant d’étudier un grand nombre de cibles simultanément grace au
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séquengage a haut-débit (communément appelé NGS pour Séquengage Nouvelle Génération). Selon
I’exhaustivité souhaitée, il est ainsi possible de séquencer par cette technique 1’ensemble du génome
(Whole Genome Sequencing, WGS), I’ensemble de I’exome c’est-a-dire des régions codantes du
génome (Whole Exome Sequencing, WES) ou de se limiter a certains exons/introns (séquencage ciblé).
Le choix entre ces 3 possibilités est dicté par le coiit de 1’analyse, mais également par la sensibilité de
détection des mutations souhaitée. En effet, un séquencage ciblé couvrira une zone limitée de I’ADN
mais permettra d’obtenir une bonne profondeur de lecture (nombre de fois oll chaque base a été lue,
exprimé en X). A I’inverse une couverture plus large de I’ADN (exome ou génome entier) sera associée
a un séquengage avec une moins grande profondeur. Ceci détermine donc la sensibilité et donc la
fréquence allélique du variant (Variant Allele Frenquency ou VAF) que 1’on est capable de détecter. La
VAF correspond au ratio entre le nombre de lectures de I’allele variant sur le nombre de lectures totales
a une position donnée. Elle est donc le reflet de la proportion de cellules sanguines portant la mutation.
On considere que la technique de WGS permet de détecter des mutations dont la VAF est supérieure a
7%, alors que le WES détecte des mutations dont la VAF est supérieure a 3% et qu’un séquengage ciblé
permet d’obtenir une sensibilité d’environ 0,5-1%. (12) Notons cependant que des techniques de
séquencage ultra-sensibles ont été développées, permettant de détecter des mutations présentes avec des

VAF extrémement faibles.

B. Caractéristiques des mutations associées aux CHIP

Les mutations identifiées au cours des CHIP peuvent affecter de nombreux genes impliqués
dans les hémopathies malignes myéloides. Ces mémes genes sont parfois retrouvés mutés dans les
hémopathies lymphoides. Néanmoins, seul un nombre limité de génes ont été décrits comme mutés de
maniere récurrente au cours des CHIP (Annexes Tableau S1). Les deux principaux sont DNMT3A et
TET2 qui a eux deux rassemblent environ 68% des mutations. ASXL/I semble étre le 3eme gene le plus
fréquemment muté dans les CHIP. D’autres genes sont fréquemment impliqués dans les CHIP comme

CBL,SF3B1,SRSF2,TP53, PPMID, GNBI et GNAS (Figure 2).

pap1 TPS3 SRSF2 CBL GNBI  GNAS
S 7% 5% 0% 06% 05%  03%

PPM1D

Figure 2 : Liste des mutations et proportions dans les principales cohortes de CHIP
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Le diagramme représente les geénes les plus fréquemment retrouvés mutés dans 15 études portant sur
I’hématopoiese clonale. Les mutations de JAK2 ont été exclues. (Genovese 2014, Jaiswal 2014, Xie 2014, Acuna-
Hidalgo 2017, Abelson 2018, Jaiswal 2017, McKerrel 2015, Bick 2020, Buscarlet 2017, Fabre 2020, Zink 2017,
Dorheimer 2019, Van den Akker 2019, Arends 2018, Cook 2019).

Selon les principales études, dans plus de 90% des cas de CHIP, une seule mutation est détectée.
(10) En comparaison, au cours des LAM et des SMD on retrouve fréquemment deux ou plus de deux
mutations chez les patients. Chez les porteurs de CHIP, le nombre de mutations par individu semble
corrélé avec I’augmentation de I’age. (11) La VAF médiane est voisine de 10%. (10) La majorité des
mutations observées dans les CHIP sont des transitions cytosine vers thymine (C vers T) au niveau
exonique. (10,11,13) Ce type de mutation somatique est considéré comme une signature du
vieillissement. De plus, les mutations identifiées dans les genes DNMT3A, TET2 et ASXLI sont tres
fréquemment des mutations non-sens, avec décalage du cadre de lecture ou au niveau des sites

d’épissage traduisant une tendance a I’apparition d’un codon stop dans la protéine. (11)

Par ailleurs, il a été montré que la présence d’'une CHIP est durable dans le temps puisque les
mutations sont retrouvées chez un méme sujet a plusieurs années d’intervalle. Un des criteres pour
satisfaire a la définition d’une CHIP pourrait donc étre un clone de taille stable ou augmentant avec le

temps. (14)

Enfin, les mutations associées aux CHIP apparaissent au niveau d’une CSH ou d’un progéniteur
précoce. En effet, ces mutations ont été mises en évidence dans les CSH issues de prélevements
médullaires de sujets porteurs de CHIP et elles sont retrouvées au niveau périphérique dans plusieurs
lignages hématopoiétiques. (15,16) Cependant, de fagon générale, les VAF semblent plus élevée dans
les polynucléaires et les monocytes que dans les lymphocytes suggérant un biais de différentiation

myéloide des cellules mutées. (15,17)

Comme évoqué précédemment, le choix de la technique de séquengage impacte la sensibilité et
donc la fréquence de détection de mutations dans une population donnée. Les études de Jaiswal et al et
de Genovese et al rapportent une fréquence de CHIP de I’ordre de 5% a 60 ans, 10% a 70 ans et 20%
apres 80 ans. L’emploi d’une technique plus sensible, utilisant notamment la technologie des single-
molecule molecular inversion probes (smMIPs), semble permettre la détection de mutations au niveau
des cellules sanguines dans des proportions au moins 2 fois supérieures. (18) A I’extréme, une technique
d’error-corrected sequencing (ECS) a permis de mettre en évidence une hématopoiese clonale chez plus
de 95% de sujets sains entre 50 et 70 ans. (16) Une illustration de la fréquence de détection des
hématopoieses clonales en fonction de la sensibilité de la technique utilisée est disponible dans la Figure
3. Ainsi, a partir d’un certain age, la présence de mutations au sein de cellules hématopoiétiques serait
détectable de facon quasiment systématique. Néanmoins, dans beaucoup de ces cas les fréquences
alléliques mesurées sont inférieures a 2%. La détection d’un clone avec une VAF trés faible ou

régressant avec le temps reste controversée car elle ne répond pas aux criteres de définition des CHIP.
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100% ECS (VAF > 0.01%)

Targeted (VAF > 0.5%)

Prevalence

WGS (VAF > 7%)
10% /

Figure 3 : Prévalence des CHIP détectées selon la technique de séquencage utilisée

Les techniques de WGS, WES, séquencage ciblé et ECS permettent respectivement de détecter des mutations dont
la VAF est supérieure a 7%, 3%, 0,5% et 0,01%. La prévalence des CHIP retrouvée dans une population est donc
dépendante de la sensibilité de la technique utilisée. WGS : whole-genome sequencing, WES : whole-exome

sequencing, targeted : ciblé, ECS : error corrected sequencing, VAF : variant allele frequency. (D’apreés Jaiswal
and Ebert 2019).

Nous nous intéresserons par la suite aux principaux genes retrouvés mutés dans les CHIP ainsi
qu’aux voies moléculaires dans lesquelles ils sont impliqués.

C. Exemples de génes mutés dans les CHIP

1. Rappels sur les mécanismes de régulation de 1’expression génique et du

maintien de I’intégrité génomique

A chaque étape de I’hématopoicse, une régulation stricte de I’expression des geénes est
nécessaire. Toute dérégulation de I’expression des genes qui contrdlent 1’hématopoiese peut en effet

conduire au développement d’hémopathies malignes.

Au sein du génome nucléaire humain, les molécules d’ADN s’enroulent autour d’une structure
constituée de 8 histones (H2A, H2B, H3 et H4, chacune en double exemplaire). Cette structure
cylindrique appelée « core histone » associée a I’ADN constitue un nucléosome, la premiere unité de
compaction de I’ADN. Deux autres histones dites « de liaison » (H1 et HS5) assurent la bonne
compaction de la structure. Les nucléosomes disposés les uns a la suite des autres forment une structure
en « collier de perles » appelée euchromatine. Celle-ci correspond a un état actif de I’ADN, permettant
I’expression des genes. Les nucléosomes peuvent ensuite se replier davantage les uns sur les autres pour
former des fibres d’hétérochromatine, correspondant a un état inactif de ’ADN (les geénes étant
compactés, ils ne sont pas exprimés). L hétérochromatine peut a son tour former des boucles qui se
compactent pour donner des fibres encore plus épaisses formant les chromatides et les chromosomes

(Figure 4).
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Figure 4 : Les différents niveaux de compaction de I’ADN

L’hélice double brin d’ADN s’enroule autour de protéines, les histones, pour former des nucléosomes. Chaque
nucléosome est formé de 8 protéines d’histones ((H2A, H2B, H3 et H4, chacune en double exemplaire) entourées
d’ADN. Les histones de liaison HI et H5 assurent la liaison des nucléosomes entre eux. Les nucléosomes se
replient les uns sur les autres pour former les fibres de chromatine. Ces fibres vont continuer a se replier et
s’épaissir formant ainsi la chromatide puis les chromosomes, dernier niveau de compaction de I’ADN. (Adapté
d’apres Annunziato 2008).

La régulation de I’expression des genes au niveau de I’ADN fait intervenir des mécanismes
épigénétiques. Pour qu’un géne soit exprimé, sa séquence d’ ADN doit pouvoir étre transcrite en ARNm.
Les mécanismes épigénétiques ne modifient pas la séquence d’ADN mais ils influent sur ’accessibilité
des facteurs de transcription a I’ADN qui dépend du niveau de compaction de la chromatine et de son
état d’encombrement stérique. Il est important de noter que ces mécanismes de régulation épigénétiques
sont réversibles : le niveau d’expression des geénes est donc variable a un temps et/ou une condition

donnés.

Le niveau de compaction de la chromatine est modulé en partie par les modifications post-
traductionnelles affectant les histones. Il s’agit d’acétylation, de méthylation, de phosphorylation en
encore d’ubiquitination. Par exemple, I’acétylation des histones maintient la chromatine en position
ouverte accessible aux facteurs de transcription alors que la désacétylation des histones maintient la

chromatine en position fermée, inaccessible pour la transcription des genes (Figure 5).

16



SH {

~_/
A HAT
Ac
Chromatine @)’ Acétylation + Chromatine
« OUVERTE » e . ¢ | + « FERMEE »
Aﬁ Désacétylation {
HDAC
N
H,0 Coenlzyme A
Transcription CH; Transcription
«ON» iz «OFF»

a o o
(&)

Figure 5 : Acétylation et désacétylation des histones

La régulation de I’expression des génes au niveau de I’ADN fait intervenir une histone désacétylase (HDAC)
capable de catalyser la désacétylation des histones. Les histones désacétylés maintiennent la chromatine en
position fermée inaccessible pour la transcription des genes. A linverse, les histones acétylés grdce a l’action de
Uhistone acétyltransférase (HAT) maintiennent la chromatine en position ouverte accessible pour la transcription
des genes. (D’apres Mottet 2008).

Par ailleurs, des phénomenes de méthylation de I’ ADN diminuent son accessibilité aux facteurs

de transcriptions et participent a diminuer I’expression des genes.

Au niveau post-transcriptionnel, la régulation de I’expression des genes fait intervenir un
phénomene d’épissage (Figure 6). Ainsi, apres la transcription, I’ARN pré-messager mature en ARN
messager. Cette maturation des ARN consiste en 1’excision des introns, c’est a dire des parties non
codantes des genes, grace a une machinerie d’épissage appelée complexe du spliceosome. Au cours de
ce phénomene, un épissage alternatif peut €tre réalisé. Certains exons sont conservés mais d’autres
peuvent étre éliminés, permettant d’obtenir a partir d’'un méme ARN pré-messager différentes isoformes
d’ARNm codant pour des protéines différentes. Ce phénomene intéresse plus de 60% des genes

humains.

> Exon 1 Exon 2 Exon 3 Exond Exon 5
ADN DAREREREy DDA R DD SRR < D DA DDA DGR
Transcription
Pré-ARNm + bkt
l Epi alternatif l
+
1 2 3 4 5 1 2 4 5 1 2 3 5

ARNm

Traduction

Protéine A Protéine B Protéine C

Figure 6 : Le phénomeéne d’épissage
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L’ADN est transcrit en pré-ARN messager (pré-ARNm). Ce pré-ARNm mature en ARNm par un phénomeéne
d’épissage permettant d’exciser les introns (parties non codantes de I’ADN) et de rapprocher les exons (parties
codantes de ’ADN). Un épissage alternatif, consistant a conserver ou éliminer certains exons aboutit a I’obtention
de différentes isoformes d’ARNm a partir du méme pré-ARNm. Selon l'isoforme formée, la protéine obtenue par
traduction sera différente. (Adapté d’apres https://en.wikipedia.org/wiki/Alternative_splicing 2020).

Enfin, I’intégrité de I’information génétique est capitale pour éviter 1I’acquisition d’altérations
génétiques déléteres favorisant le processus de leucémogénese. Il existe ainsi des facteurs de
transcription, dont TP53 (Tumor Protein 53) régulant I’expression de différents genes impliqués dans la
régulation du cycle cellulaire, la réparation de I’ADN ou ’apoptose (mécanisme de mort cellulaire
programmée). L ’activation de TP53 suite a une cassure de I’ADN déclenche un arrét du cycle cellulaire
au niveau de la transition G1/S et la mise en place de mécanismes de réparation de I’ADN ou a défaut
si la réparation est impossible, 1’activation de la voie de I’apoptose. Une boucle de rétrocontrdle fait
intervenir la phosphatase PPMI1D ((Protein Phosphatase, Mg2+/Mn2+ Dependent 1D). Ainsi
I’activation de TP53 induit I’expression de PPM1D qui elle méme déphosphoryle la protéine TP53,
inhibant notamment 1’apoptose induite par TP53 (Figure 7).

Y

Dommage de ’ADN ‘

=0

l\/

Apoptose

Figure 7 : Régulation de I’apoptose via TP53 et PPM1D

La protéine TP53 est activée par phosphorylation suite a un dommage au niveau de I’ADN. Son activation conduit
a lapoptose de la cellule incapable de réparer les dommages. Une boucle de rétrocontrole fait intervenir la
phosphatase PPMD1 qui en déphosphorylant TP53 inhibe I’apoptose induite par TP53.

2. Genes impliqués dans la méthylation de I’ADN

Le phénomene de méthylation de I’ADN a lieu notamment au niveau des résidus cytosines des
dinucléotides CpG (doublets répétitifs de cytosine et guanine). Les dinucléotides CpG représentent 1 a
4% de I’ ADN génomique et environ 75% d’entre eux sont méthylés dans des conditions physiologiques.
La plupart sont regroupés au niveau d’ilots CpG, eux-mémes retrouvés dans des régions promotrices
situées en amont des génes et contr6lant leur niveau d’expression. La méthylation est souvent associée

a une répression de I’expression du gene situé en aval. Ce processus met en jeu différentes enzymes, au
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premier rang desquelles les DNMT (DNA Methyl Transferase). Le cycle de méthylation-déméthylation

de I’ADN fait également intervenir une autre enzyme TET?2 (Ten Eleven Translocation 2). (Figure 8)

NH; NH, OH NH,
ERN \ﬁ” KﬁN
TET*
N/l%o DNMT3a* N/&O N’J*o
H & H

[ 5-Methylcytosine | [ methylcytosine |
A |

Figure 8 : Cycle de méthylation-déméthylation des cytosines.

La cytosine est méthylée en 5-methylcytosine par ’action d’une ADN methyl transferase, DNMT3A. A l'inverse,
Uenzyme TET2 catalyse la transformation de 5-methylcytosine en 5-Hydroxymethylcytosine aboutissant a une
démethylation de la cytosine qui revient a son état initial. (Adapté d’aprés Shih 2012).

a. DNMT3A

Le géne DNMT3A, situé sur le chromosome 2, code pour I’ADN méthyltransférase 3 qui
catalyse 1’ajout d’un groupement méthyle sur les résidus cytosine. Les mutations de DNMT3A font
parties des 3 mutations les plus fréquemment retrouvées chez les sujets atteints de LAM. (19) Elles ont
été décrites dans environ 30% des LAM de novo a caryotype normal et sont associées a un mauvais
pronostic. (20) Les mutations de DNMT3A sont également décrites dans des cas de LAM secondaires,

de SMD, de SMP ou encore dans certains lymphomes T. (21-25)

Ces mutations sont principalement de type faux-sens, affectant le plus souvent 1’acide aminé
R882 (plus de 50% des cas) au niveau de I’exon 23 appartenant au domaine méthyltransférase de
DNMT3A. D’ autres mutations faux-sens ont été décrites, ainsi que des délétions avec décalage du cadre

de lecture, des mutations non-sens et des mutations au niveau des sites d’épissage (Figure 9).
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Figure 9 : Mutations du géne DNMT3A chez 188 patients atteints de LAM
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Les principales mutations décrites de DNMT3A sont des mutations faux-sens (missense) affectant ’arginine en
position 882 appartenant au domaine méthyltransférase. Les autres mutations décrites sont des délétions avec
décalage du cadre de lecture (frameshift deletion), des mutations non-sens (nonsense) ou des
substitutions/délétions au niveau des sites d’épissage (splice-site substitution/deletion). MTase : methyl
transferase, ZNF : zinc finger, PWWP : proline-trypyophan-tryptophan-proline. (D’aprés Ley 2010).

Les mutations de DNMT3A affectant le domaine méthyltransférase sont associées a une
altération de I’activité enzymatique de DNMT3A conduisant a la modification des profils de méthylation
de certaines régions génomiques. De méme, les mutations non-sens ou avec décalage du cadre de lecture
aboutissent a la production d’une protéine au domaine méthyltransférase tronqué, donc a une perte de

I’activité enzymatique. (20)

b. TET2

Le gene TET2 (Ten Eleven Translocation 2), situé sur le chromosome 4, code pour une
dioxygénase dépendante de 1’alpha-cétoglutarate. Elle catalyse la conversion de la 5 méthyl-cytosine en
5-hydroxy-méthyl-cytosine induisant une déméthylation de ’ADN. Les mutations de TETZ2 sont
retrouvées dans environ 25% des LAM de novo a caryotype normal et des SMD, avec un impact
pronostic encore controversé. (26,27) Elles ont été décrites dans des cas de LAM secondaires, de SMP,
de SMD et syndromes frontieres comme la leucémie myélomonocytaire chronique ou LMMC (jusqu’a

50% des cas) mais également dans des hémopathies lymphoides a type lymphomes B ou T. (7,28,29)

Les mutations de TET2 peuvent affecter quasiment tous les exons du gene. Il faut toutefois
distinguer les mutations faux-sens des mutations aboutissant a une protéine tronquée. Les mutations
faux-sens peuvent affecter des domaines importants et conservés (conserved domain ou CD) au cours
de I’évolution : CD1 et CD2. Les mutations non-sens et les délétions ou insertions avec décalage du
cadre de lecture ainsi que les mutations au niveau des sites d’épissage peuvent quant a elles étre

observées a n’importe endroit du géne (Figure 10).

Exon 3 3,69, 6,7, 8,;E) 10 Exon11
N & S & \°°° \’i’e \"QQ (\@e q,°°°
AA | | | 1 I I 1 | J
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Missense mutations (n=29) ] "“ "I""“”" I ” "
Nonsense mutationsn=a0) || 11 EL W10 WLLETMETTETT 3 EEEN | |
Frameshift mutations (n=41) || FTErrEm T om0 Fi FInd I
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Figure 10 : Mutations du gene TET2

Les principales mutations décrites de TET2 sont des mutations ponctuelles au niveau des exons 3 a 11. Les
mutations faux-sens (missense mutations) sont retrouvées au niveau de deux domaines importants et conservés au
cours de I'évolution : CDI et CD2. Les autres mutations décrites sont des mutations ponctuelles non-sens
(nonsense mutations), des mutations avec décalage du cadre de lecture (frameshift mutations) ou des mutations
au niveau des sites d’épissage (splice site mutations). CD : concerved domain, aa : amino acid. (D’apres
Weissmann 2012).
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Les mutations de TET?2 sont associées a une perte de fonction de 1’enzyme, aboutissant a une

hyperméthylation anormale de I’ADN (30) en lien avec une diminution de la formation de 5-hydroxy-

méthyl-cytosine. (31)
3. Genes impliqués dans les modifications des histones

a. ASXLI

Le gene ASXLI (Additional Sex Combs like), situé sur le chromosome 20, code pour une protéine
du groupe polycomb (polycom-group proteins ou PcG). Les PcG regroupées au sein de complexes
protéiques, polycomb repressive complex 1 et 2 (PRCI1 et 2) ou polycomb repressive deubiquitinase
(PR-DUB), sont impliquées dans la répression de 1’expression des genes via des modifications post-

traductionnelles affectant les histones. (32)

Les mutations d’ASXL/ sont fréquentes dans la LMMC et les SMP. On les retrouve également
dans les SDM, les LAM secondaires et plus rarement dans les LAM de novo. Elles sont plus fréquentes
chez les hommes et les sujets 4gés et sont associées a un pronostic péjoratif. (33—36) En ce sens, la
présence d’une mutation d’ASXL/I est un critere de mauvais pronostic selon la classification ELN

(European Leukemia Net) 2017 relative aux LAM.

Il s’agit de mutations de type insertion/délétion avec décalage du cadre de lecture (74,1% des
cas) ou mutation non-sens (20,7 % des cas) survenant le plus souvent dans le dernier exon du geéne
(Figure 11). Elles entrainent donc I’apparition prématurée d’un codon stop conduisant a une forme
tronquée de la protéine. La mutation la plus fréquemment observée (50% des cas) est une duplication
de guanine 1934 (c.1934dup) conduisant a un décalage du cadre de lecture (p. Gly646Trpfs*12). La

pathogénicité des mutations faux sens reste controversée. (37)
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Figure 11 : Mutations du gene ASXLI
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La plupart des mutations décrites d’ASXLI sont des mutations avec décalage du cadre de lecture (frameshift, en
rouge) ou des mutations non-sens (nonsense, en bleu). La pathogénicité des mutations faux-sens (missense, en
vert) reste controversée. (D’aprés Schnittger 2013).

Il semble que les mutations d’ASXLI soient associées a des altérations au niveau des
modifications épigénétiques affectant les histones a I’origine d’un défaut de répression de 1’expression

génique. (32)

4. Genes codant des facteurs de la machinerie d’épissage des ARNm

Le complexe du spliceosome, machinerie d’épissage des ARNm, est formé par I’association de
riboprotéines snRNP (small nuclear ribonucleoprotein), avec d’autres protéines telles que SRSF2,
U2AF1,ZRSR2 et SF3B1. Le phénomene d’épissage est initi€ par un recrutement bien ordonné de ces
différentes protéines. Schématiquement, la riboprotéine Ul-snRNP se fixe sur le pré-ARNm a
une séquence GU située a l'extrémité 5' de l'intron. Au niveau 3’, il y a interaction entre les protéines
U2AF (U2 auxiliary factor), SRSF2 (Serine/arginine Rich Splicing Factor 2) et ZRSR2 (Zinc finger
CCCH-type, RNA binding motif and Serine/arginine Rich 2). Le complexe ainsi formé permet le
recrutement de la riboprotéine U2-snRNP liée aux protéines SF3A1 (Splicing factor 3A subunit 1) et
SF3B1 (Splicing factor 3B subunit I), ces dernieres facilitant I’ancrage de U2-snRNP au pré-ARNm
(Figure 12A.). Ainsi, U2-snRNP se fixe a une séquence AG a I’extrémité 3’ de I’intron. A partir de ce

complexe A, et griace au recrutement de nouvelles protéines formant les complexes B et C, ’intron est

excisé puis les exons soudés entre eux par réactions de trans-estérifications (Figure 12B.).
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Figure 12 : Le spliceosome, machinerie d’épissage des ARNm

A. L’épissage de I’ARNm est initié par le recrutement de Ul-snRNP au niveau 5’ de U'intron. Au niveau 3’ le
recrutement des protéines constituant le spliceosome se fait selon un ordre bien défini : recrutement de U2AF qui
interagit avec SRSF?2 (fixé au niveau de I’exon adjacent) et ZRSR2 puis recrutement de U2-snRNP lié¢ a SF3AI et
SF3BI.B. Le complexe A est formé, entre autres, par UI-snRNP, U2-snRNP et U2AF . Le recrutement de nouvelles
protéines dont U4-snRNP, U5-snRNP et U6-snRNP aboutit a la formation des complexes B et C capables d’induire
des réactions de trans-estérifications a l’origine de 1’épissage des introns et de la soudure des exons. (Adapté
d’apres Yoshida 2011 et Dujardin 2016).
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Les mutations touchant les facteurs du spliceosome aboutissent a la synthese de facteurs dont
les fonctions d’épissage des ARNm sont altérées. Cela entraine I’accumulation de transcrits mal épissés

et donc la synthese de protéines non fonctionnelles.

a. SRSF2

Les mutations du gene SRSF2, situé sur le chromosome 17, sont retrouvées dans 12,4% des
SMD et sont de mauvais pronostic, associées a une survie globale plus courte. (38) Elles ont été décrites
dans 32% des cas de LMMC (39) ainsi que dans des cas de LAM secondaire au traitement ou de LAM
avec anomalies associées aux myélodysplasies. Ces mutations ne sont cependant que rarement

retrouvées dans les LAM de novo et les SMP. (40)

Parmi les mutations identifi€es, le codon 95 au niveau de 1’exon 1 est le site de mutations

ponctuelles et constitue un point chaud mutationnel (Figure 13).
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Figure 13 : Mutations du gene SRSF2

Les principales mutations décrites de SRSF2 sont des mutations ponctuelles de la proline en position 95 au niveau
de l’exon 1. (D’apres Thol 2012).

b. SF3BI

Les mutations du gene SF3BI, situé sur le chromosome 2, sont retrouvées dans les néoplasies
myéloides a type de SMD, de syndromes frontiéres comme la LMMC ou encore dans les LAM. (38,40)
A noter que ces mutations sont retrouvées dans plus de 80% des SMD avec dysplasie unilignée et
sidéroblastes en couronne (SMD-RS, ring sideroblast) ou des SMD/SMP-RS-T (syndrome frontiere
SMD/SMP avec présence de sidéroblastes en couronne et thrombocytose persistante) qui sont des
néoplasies myéloides plutdt favorables associées a un faible risque de progression. (41) Au contraire

dans la LLC, les mutations de SF3BI sont associées a un mauvais pronostic. (42)

Il s’agit essentiellement de mutations ponctuelles de type faux-sens touchant les exons 13 a 16.

Deux points chaud mutationnels ressortent : les lysines 666 et 700 au niveau de I’exon 15 (Figure 14).
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Figure 14 : Mutations du gene SF3B1

Les principales mutations décrites de SF3BI1 sont des mutations faux-sens touchant les lysines en position 666 et
700. (D’apres Thol 2012).

5. Genes impliqués dans le maintien de I’intégrité de I’ADN

a. TP53

Le gene TP53, situé sur le chromosome 17, est un gene suppresseur de tumeur. Les mutations
de TP53 sont retrouvées au cours des SMD, SMP et LAM (jusqu’a 60% des cas de LAM a caryotype
complexe mais aussi au cours des LLC. (43—46) Dans les hémopathies malignes, mais également dans
les cancers solides ol elles sont fréquemment retrouvées, les mutations de 7P53 sont généralement
associées a un mauvais pronostic. (46,47) Ainsi, la présence d’une mutation de 7P53 est un critere de
mauvais pronostic selon la classification ELN 2017 des LAM. Les mutations de 7P53 sont également
associées a une diminution de la survie globale dans les SMD et a la transformation des SMP en LAM.

(43.44)

La majorité des mutations de TP53 sont localisées dans la séquence de liaison a I’ADN,
correspondant aux exons 5 a 8. Le plus souvent, il s’agit de mutations faux-sens, bien que des mutations
de type délétion/insertion ou non-sens et des mutations au niveau des sites d’épissage soient également

décrites (Figure 15).
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Figure 15 : Mutations du gene TP53
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Les mutations de TP53 sont généralement localisées entre les exons 5 a 8 dans une région codant pour le domaine
de liaison a ’ADN (DNA binding domain). Dans la grande majorité des cas, il s’agit de mutations ponctuelles
faux-sens. (D’aprés Rucker 2012).

Les mutations de TP53 conduisent a une perte de 1’activité transcriptionnelle de 7P53 par défaut
de liaison a I’ADN des séquences régulatrices des genes cibles. TP53 n’intervient donc plus en tant que
géne suppresseur de tumeur. Par ailleurs, certaines mutations gain-de-fonction de 7P53 ont été décrites

et permettraient I’acquisition de fonctions oncogéniques. (48)

b. PPMID

Le géne PPMID, situé sur le chromosome 17, code une phosphatase qui régule 1’activité de
TP53. Les mutations de PPM 1D sont retrouvées dans 20% des néoplasies myéloides secondairement a
une exposition aux chimiothérapies (LAM-t et SDM-t). (49) Elles affectent toujours le dernier exon du

gene (exon 6) et correspondent & des mutations non-sens ou des insertions/délétions avec décalage du

cadre de lecture (Figure 16).
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Figure 16 : Mutations du gene PPM1D

Les mutations de PPMDI correspondent a des insertions/délétions avec décalage du cadre de lecture (frameshift)
ou a des mutations non-sens (nonsense) au niveau du dernier exon du géne. (D’aprés Hsu 2018).

Ces mutations aboutissent donc a la production d’une protéine tronquée au niveau C-terminal.
Cela entraine une surexpression de la protéine par augmentation de sa stabilité par défaut d’élimination.
PPM1D étant sur-exprimée, celle-ci va exercer son activité répressive de TP53 et donc limiter 1’apoptose

induite par cette derniere.
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6. Genes impliqués dans les voies de signalisation intracellulaire

Différentes mutations affectant des facteurs impliqués dans les voies de signalisation
intracellulaire ont été décrites au cours des CHIP. Parmi les plus fréquentes, nous développerons les
mutations affectant 1’ubiquitine-ligase CBL (Casitas B cell Lymphoma), et les génes codant pour les
sous-unités de la protéine G, GNBI (Guanine Nucleotide-Binding protein subunit beta-1) et GNAS

(Guanine Nucleotide binding protein a-subunit, Stimulating).

a. CBL

L'ubiquitination est une modification post-traductionnelle qui consiste en la fixation covalente
d'une ou de plusieurs molécules d’ubiquitine sur une protéine substrat destinée a étre dégradée. Plusieurs
enzymes sont impliquées dans ce processus dont les membres de la famille des E3 ligase a laquelle
appartient CBL. CBL permet la fixation de molécules d’ubiquitine sur des récepteurs a activité tyrosine
kinase (RTK), déclenchant ainsi leur internalisation au niveau cytoplasmique et leur dégradation par le

protéasome (Figure 17).
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Figure 17 : Role de CBL dans les voies de signalisations intracellulaires

CBL (enzyme membre de la famille des E3 ligases) permet la liaison d’une ubiquitine aux récepteurs a activités
tyrosine-kinase (RTK). Le RTK est ensuite internalisé au niveau cytoplasmique puis dégradé. Indépendamment de
cette activité E3 ligase, CBL joue un role d’adaptateur entre le RTK activé par fixation d’un ligand et la voie de
prolifération PI3Kinase/AKT. (D’apres Kales 2010).

Le gene CBL, situé sur le chromosome 11, agit donc comme un gene suppresseur de tumeur en
régulant négativement I’expression des RTK et en atténuant le signal de prolifération induit par ces

récepteurs.

Des mutations de CBL ont été décrites dans les LAM de novo (notamment LAM CBF ou Core
Binding Factor acute myeloid leukemia regroupant les LAM avec translocation t(8 ;21), t(16,16) ou
inversion du chromosome 16 inv(16)), (50) dans les LAM secondaires, dans les SMP, les syndromes
frontieres a type de LMMC ou encore les SMD. Dans ces hémopathies myéloides la détection d’une

mutation de CBL est associée a un mauvais pronostic. (51,52)
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La protéine CBL est constituée d’un domaine de liaison aux tyrosine kinases, d’'un domaine
RING-Finger (RF) catalysant la fixation de la molécule d’ubiquitine au RTK et d’un domaine linker
reliant ces 2 parties. Les mutations, généralement de type faux-sens, sont retrouvées dans les exons 7 a
9 au niveau des domaines linker et RF. Des délétions/insertions ou des mutations des sites d’épissage

ont également été décrites (Figure 18). (51)
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Figure 18 : Mutations du gene CBL identifiées dans les hémopathies myéloides

Les mutations de CBL sont généralement retrouvées dans les exons 7 a 9 au niveau des domaines linker et RF .
Les fleches noires indiquent des mutations de type faux-sens, les fleches rouges des mutations avec décalages du
cadre de lecture, les fleches vides des insertions et les délétions sont représentées entre parentheses. En rouge les
acides aminés zinc-coordinateurs et en bleu le point chaud mutationnel Y371. TK: Tyrosine-Kinase, L : Linker,
RF : RING-Finger. (D’aprés Kales 2010).

Ces mutations sont considérées d’une part comme des mutations inactivatrices entrainant un
défaut d’ubiquitination des RTK. L’activité des RTK n’étant plus modulée négativement, cela confere
aux cellules un avantage prolifératif. Mais ces mutations confeérent d’autre part, des propriétés
oncogéniques a CBL. En effet, lorsque CBL est mutée, elle active la voie de prolifération

PI3kinase/AKT et ce méme en absence d’activation du RTK par fixation de son ligand (Figure 17). (51)

b. GNBI et GNAS

Les genes GNBI et GNAS codent pour des sous-unités de la protéine G (protéine Guanine
nucleotide-binding), protéine hétérotrimérique, indispensable & I’activation de certaines voies de
signalisation associées aux récepteurs couplés aux protéines G (RCPG), via différents effecteurs

intracellulaires (Figure 19).
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Figure 19 : Les différentes sous-unités de la protéine G

La fixation d’un ligand au récepteur couplé a la protéine G (RCPG) modifie la conformation du récepteur qui
devient alors capable de fixer la protéine G. L’échange du GDP par du GTP provoque la dissociation de la sous-
unité « et des sous-unités G et y . Ces sous-unités sont impliquées dans I’activation d’effecteurs et de voies de
signalisation intracellulaire. (D’aprés Hermouet 2000).

Le geéne GNBI, situé sur le chromosome 1, code pour la sous-unité béta de la protéine G. Des
mutations faux-sens de GNBI ont été décrites avec deux points chauds mutationnels : la lysine en
position 57 (dans les hémopathies myéloides) et 1’isoleucine en position 80 (dans les hémopathies

lymphoides) (Figure 20). (53)
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Figure 20 : Mutations du gene GNBI

Les principales mutations de GNBI identifiées dans les hémopathies malignes sont des mutations faux sens
(missense) au niveau de la lysine en position 57 pour les hémopathies myéloides (LAM, SMP, SMD) et de
Uisoleucine en position 80 pour les hémopathies lymphoides (LAL B, SLP). AML : LAM, aCML : leucémie
myéloide chronique atypique, PV : polyglobulie de Vaquez, MDS : SMD, B-ALL : LAL B, CLL : LLC, FL :
lymphome folliculaire, DLBCL : lymphome B diffus a grandes cellules. (D’apres Yoda 2015).

Les mutations de GNB/ entrainent une activation constitutive des voies de signalisation dans
lesquelles cette protéine est impliquée (PI3Kinase/AKT et MAPKinase), conférant aux cellules qui la

portent une capacité de prolifération indépendante de la stimulation par les cytokines.

Le gene GNAS, situé sur le chromosome 20, code pour la sous-unité alpha de la protéine G. Des

mutations faux-sens de GNAS ont été décrites dans les SMD au niveau du codon R201 (Figure 21). (43)
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Figure 21 : Mutations du géene GNAS

Dans les SMD, Bejar et al ont décrits des mutations de GNAS au niveau de I’arginine en position 201 .

Ce sont des mutations activatrices qui touchent une arginine située dans le domaine de liaison
au GDP (guanosine diphosphate)/GTP (guanosine triphosphate). Le défaut d’hydrolyse du GTP qui en
résulte aboutit a une activation constitutive de la sous-unité alpha et des voies de signalisation sous-

jacentes. (54,55)

D. Mutations compatibles avec la définition de CHIP

Les mutations identifiées au cours des CHIP favorisent I’expansion clonale et la dominance de
la CSH mutée au sein de I’hématopoiese. Plusieurs mécanismes permettant d’expliquer ce phénomene

sont résumés ci-apres.

Les mutations affectant les régulateurs épigénétiques (comme DNMT3A, TET2, ASXLI) ou les
facteurs de I’épissage des ARNm (comme SF3BI/ et SRSF2) conférent un avantage en terme
d’autorenouvellement aux CSH. En effet, en perturbant la méthylation des genes impliqués dans
I’autorenouvellement et la différentiation, les mutations de DNMT3A perturbent donc leur expression.
Il a été montré que ce mécanisme conférait aux CSH invalidées pour DNMT3A un avantage
d’autorenouvellement. (56) De la méme facon, des modeles murins ont permis de mettre en évidence
que la perte de fonction de TET2 conférait un avantage d’autorenouvellement aux CSH mutées,
favorisant le développement d’hémopathies myéloides. (57,58) Enfin, ASXL1 mutée pourrait coopérer
avec BAP1 (membre du complexe PR-DUB) pour désubiquitinyler et activer le géne AKT (protéine
kinase B). Un modele murin suggere en effet que I’avantage prolifératif des CSH mutées pour ASXL/
soit expliqué par I’activation de la voie AKT/mTOR (mammalian target of rapamycin). (59) D’autre
part, les mutations touchant le complexe du spliceosome entraineraient des anomalies d’épissage
d’ARNm et donc d’expression de genes impliqués dans la régulation de 1’hématopoiese. (60—62) Par
ailleurs, du fait de I’épissage alternatif des transcrits, ces mutations pourraient accroitre 1’hétérogénéité

épigénétique permettant la sélection du clone présentant le plus d’avantages. (63)

Les mutations touchant les génes régulateurs de 1’apoptose (TP53 et PPMD1) ne conférent pas
d’avantage prolifératif dans des conditions basales mais permettent, au sein de la niche hématopoiétique,
la survie du clone muté dans un contexte de stress (chimiothérapie). Dans ces conditions, les cellules
non mutées subissent au contraire une apoptose massive. Ceci explique que ces mutations soient
principalement retrouvées chez des patients avec antécédents de traitement par chimiothérapie et/ou

radiothérapie. (49,64)
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Enfin, les mutations touchant les genes impliqués dans les voies de signalisation intracellulaire
(comme CBL, GNBI et GNAS) conférent un avantage de prolifération a 1’origine d’une forte expansion

des cellules mutées qui prennent alors le pas sur les cellules non mutées.

Comme énoncé précédemment, les CHIP sont définies par I’existence de mutations somatiques
acquises au niveau des cellules hématopoiétiques en absence de toute hémopathie. Considérant ceci, il
apparait que toutes les mutations ne peuvent pas entrer dans cette définition. Certaines mutations sont
fortement associées au développement d’une leucémie et ne sont donc pas compatibles avec 1’absence
d’hémopathie qui caractérise les CHIP. Ainsi, la définition de JAK2V617F en tant que mutation
identifiable dans les CHIP est controversée. (65) Ainsi, on sait depuis longtemps qu’il est possible de
détecter cette mutation chez des patients sains. Toutefois, dans ces situations, le clone détecté est
généralement de petite taille (inférieur ou autour de 1%) et peut rester stable pendant de nombreuses
années. (66—69) Lorsque la mutation JAK2V617F est retrouvée a un taux significatif avec une VAF
supérieure a 2% (définition d’une CHIP), alors la situation est completement différente et le diagnostic
de CHIP doit étre remis en cause. (67) En effet, contrairement aux mutations précédemment évoquées,
la mutation JAK2V617F est capable d’induire une hémopathie maligne, (70) y compris en absence de
toute autre mutation additionnelle. (71) La détection d’une mutation JAK2V617F avec une VAF>2%

chez un individu sans anomalie de la NFS serait donc plutdt a rattacher au stade précoce d’'un SMP.

III. Complications associées aux CHIP

Chez les porteurs de CHIP, il a ét€ montré une augmentation de 1,4 fois de la mortalité toutes
causes confondues. (10,11) Celle-ci est liée d’une part au développement d’hémopathies malignes et

d’autre part, et de facon plus inattendue, a un risque accru d’accidents cardiovasculaires.

A. Hémopathies malignes

La présence d’une CHIP est associée a un risque accru de transformation en hémopathie maligne
évalué entre 0,5 & 1% par an (Figure 22). (8,10,11) Cette incidence d’évolution est superposable au
risque d’évolution des MGUS en myélome et des MBL en LLC. Le risque relatif d’évolution en
hémopathie maligne est ainsi au moins 11 fois supérieur chez les patients porteurs de CHIP
comparativement aux autres personnes. (10,11) En ne considérant que les patients pour lesquels la VAF
de la mutation retrouvée est supérieure a 10%, ce risque est méme 50 fois supérieur a celui de la
population générale. Une étude a récemment confirmé la relation entre la taille du clone et le risque
d’évolution vers une hémopathie maligne, montrant que les sujets présentent un clone de petite taille
sont moins a risque d’évolution vers une LAM. (72) Dans la majorité des cas, les patients porteurs de
CHIP développent des hémopathies myéloides mais des cas d’hémopathies lymphoides ont également
été décrits. Malgré tout, le risque de progression reste faible, de I’ordre de 4% des sujets porteurs d’une

CHIP. (10)
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Figure 22 : Progression des CHIP en hémopathies malignes

0,5 et 1% par an

Le risque de progression d’'une CHIP en hémopathie maligne (SMD, SMP, LAM de novo ou secondaire voire SLP)
est évalué entre 0,5 et 1% par an. A noter que dans la majorité des cas, les patients décéderont d’une autre cause.
(Adapté d’apres Steensmas 2015).

Dans le cas des greffes de CSH, la présence d’une CHIP chez les patients autogreffés
(généralement acquise apres un traitement par chimiothérapie) est associée a une augmentation de la
mortalité. (73,74) A I’inverse, dans le cas d’une allogreffe de CSH a partir d’un donneur présentant une
CHIP I’'impact semble plus controversé. Alors qu’un risque de mauvaise efficacité de reprise de
I’hématopoiese avec cytopénies inexpliquées voir développement d’une hématopoiese clonale chez le
receveur avait été évoquée, (75) une autre étude n’a pas montré d’impact de la présence de CHIP chez

le donneur en termes de sécurité et de survie du receveur. (76)

Bien que les évolutions en hémopathies malignes participent a la surmortalité associée au CHIP,
elles ne I’expliquent pas complétement. De fagcon assez inattendue, la principale cause de mortalité

associée aux CHIP est li€ée aux complications cardiovasculaires auxquelles elles sont associées.

B. Pathologies cardiovasculaires
1. Atteintes cardiaques associées aux CHIP

Les évenements cardiovasculaires (ECV) sont la premiere cause de mortalité dans le monde. Le
vieillissement est le principal facteur identifié comme prédictif de la survenue d’ECV. Les facteurs de
risques cardiovasculaires (FDR CV) traditionnels n’expliquent qu’environ 75-80% de ces événements.
(77) D’autres facteurs de risques contribuent donc a I’apparition de pathologies cardiovasculaires. Il a
ainsi été montré que la présence d’une CHIP est associée a un doublement du risque de maladie
coronaire. (78) La présence d’'une CHIP pourrait donc étre un nouveau facteur de risque cardiovasculaire
non négligeable. Comme présenté dans le Tableau 2, le risque associé a la présence d’une CHIP est
supérieur a celui associé au tabac, a la dyslipidémie et méme a I’hypertension artérielle. (12) Comme
pour le risque d’hémopathies malignes, le surrisque d’ECV est d’autant plus marqué si la VAF est

supérieure 10%. (78)

31



Tableau 2 : Place des CHIP parmi les facteurs de risque cardiovasculaire (D’apres Jaiswal et Ebert 2019)

Hazard ratio
Age 50-59 ans 22
Age 60-69 ans 24
Age >70 ans 6,3
Diabete type 2 22
Tabagisme actuel ou passé 14
Hypertension artérielle 14
Cholestérol total > 200 mg/dL 14
HDL-cholestérol < 35mg/dL 14
CHIP détectée 1.8

Outre leur implication dans des pathologies cardiaques d’origine athérosclérotique, les CHIP
peuvent étre associées a un remodelage cardiaque pathologique dans un contexte d’insuffisance
cardiaque. (79—-81) Dans une cohorte de patients souffrant insuffisance cardiaque chronique secondaire
a une cardiopathie ischémique, la présence d’une CHIP associée a des mutations dans les génes TET2
ou DNMT3A est associée a un moins bon pronostic. (82) Enfin, chez des patients atteints de sténose
aortique dégénérative, valvulopathie liée a 1’age et a une calcification progressive de la valve, la
présence d’une CHIP avec mutation de DNMT3A ou TET2 semble étre associée a une augmentation de

la mortalité post-TAVI (Transcatheter Aortic Valve Implantation). (83)
2. Physiopathologie des complications cardiovasculaires associées aux CHIP

a. Athérosclérose et inflammation

L’athérosclérose correspond a un mécanisme de remodelage de la paroi artérielle aboutissant a
I’obstruction de la lumiere des vaisseaux (Figure 23). Celle-ci se développe lorsque le LDL cholestérol
en exces dans la circulation pénetre de fagon passive dans la paroi vasculaire, au niveau de I’intima. Le
cholestérol y est ensuite oxydé déclenchant un processus inflammatoire qui favorise le recrutement de
monocytes circulants. Dans les tissus, ces monocytes se différencient en macrophages capables de
phagocyter le LDL cholestérol oxydé (LDL-ox). Les macrophages se transforment alors en cellules
spumeuses riches en cholestérol (notamment en cholestérol sous forme cristallisée). Ces cellules
sécretent des cytokines inflammatoires, créant un environnement inflammatoire au niveau vasculaire
qui s’auto-entretient et s’accompagne du recrutement d’autres cellules immunitaires (monocytes,
lymphocytes et polynucléaires neutrophiles notamment). L’accumulation des cellules spumeuses et leur
apoptose (induite par I’exces de lipide intracellulaire) conduit a la formation d’un noyau lipidique. Des

cellules musculaires lisses de la média sont également recrutées et synthétisent du collagene formant
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une chape fibreuse qui se calcifie dans le temps. La plaque d’athérome ainsi formée est responsable

d’une sténose des arteres.

Dans un dernier temps, du fait d’un défaut de clairance des corps apoptotiques par les
macrophages (défaut d’efferocytose), des zones nécrotiques apparaissent au niveau de la plaque, la
déstabilise et conduisent a sa rupture. Des substances pro-coagulantes sont alors libérées, déclenchant
la formation d’un thrombus. L’artére est alors totalement occluse, entrainant un infarctus des territoires

en aval. (84)

Les thromboses artérielles sont associées a des manifestations cliniques différentes selon le
territoire atteint : infarctus du myocarde (IDM) dans le cas des artéres coronaires, accident vasculaire
cérébral (AVC) dans le cas des arteres carotides et cérébrales ou artériopathie oblitérante des membres
inférieurs dans le cas des arteres fémorales. A plus long terme, les cardiopathies ischémiques peuvent

aboutir a une insuffisance cardiaque chronique liée a la destruction du muscle cardiaque.

Noyau nécrotique

Monocytes
LDL oxydé’
Macrophage

Migration de cellules
musculaires souples

Cellule spumeuse Formation du noyau
graisseux

Figure 23 : Physiopathologie de I’athérosclérose

Le LDL cholestérol en excés dans la circulation pénétre de facon passive dans I’intima puis y est oxydé.
Les monocytes circulants recrutés se différencient en macrophages capables de phagocyter le LDL-ox. Ils se
transforment alors en cellules spumeuses riches en cholestérol dont I’accumulation et I’apoptose aboutira a la
formation d’un noyau lipidique. Les cellules musculaires lisses synthétisent du collagéne formant une chape
fibreuse autour de ce noyau. Du fait d’un défaut de clairance des corps apoptotiques par les macrophages, le
noyau devient nécrotique aboutissant a la déstabilisation puis a la rupture de la plaque d’athérome. Des
substances pro-coagulantes de 'intima sont alors libérées, déclenchant la formation d’un thrombus (composé
notamment de globules rouges, plaquettes et fibrine). (Adapté d’apres Diebold 1999).

La physiopathologie de I’athérosclérose fait donc intervenir différents acteurs cellulaires dont :

- Les monocytes, acteurs de I’immunité innée, qui une fois au niveau du tissu cible se
différencient en macrophages capables d’englober des éléments & détruire par un

phénomene de phagocytose. Ces monocytes peuvent se différencier en deux types de

33



macrophages : M1 ou M2. Les macrophages classiques, ou de type M1 sont des cellules
pro-inflammatoires sécrétant des cytokines inflammatoires parmi lesquelles le Tumor
Necrosis Factor oo (TNFa), I’interleukine 1§ (IL1f) et I’interleukine 6 (IL6). 11 s’agit de
messagers solubles qui interviennent dans la communication entre les cellules lors de la
réponse immunitaire et participent a I’amplification des phénomenes inflammatoires. Ces
cytokines stimulent notamment la syntheése hépatique de protéine C réactive (CRP) et de
fibrinogene, marqueurs classiques de I’inflammation. D’autre part, les macrophages de type
M2 sont des cellules aux propriétés anti-inflammatoires impliquées notamment dans la
phagocytose des corps apoptotiques. Lors du processus d’athérosclérose, une dérégulation
de la balance entre macrophages de type M1 et de type M2 est a ’origine du défaut
d’efferocytose et de I’amplification de I’inflammation. (84)

- Les polynucléaires neutrophiles, qui pourraient intervenir dans la déstabilisation de la
plaque d’athérome notamment via la libération de NETs (Neutrophil Extracellular Traps).
(85.,86)

- Les lymphocytes T qui eux sont des acteurs de I’immunité adaptative. Les lymphocytes T
CD4 helper Thl et Thl7 infiltrant la plaque participeraient a la promotion de
I’athérosclérose via leurs propriétés pro-inflammatoires (notamment par production
d’interféron y (INFy) activant les macrophages M1). Au contraire, les lymphocytes T
régulateurs (Treg) ont un rdle anti-inflammatoire par la production d’interleukine 10 (IL10).

87)

b. Lien physiopathologique entre CHIP et athérosclérose

Comme décrit précédemment, le mécanisme de formation et d’entretien des plaques d’athérome
est donc principalement 1ié a un phénomene inflammatoire chronique. Partant de ce postulat, plusieurs
études ont ainsi contribué a démontrer que les CHIP sont associées au caractere pro-inflammatoire de

cellules hématopoiétiques circulantes (principalement les monocytes) dérivées d’'une CSH mutée.

En utilisant un modele murin de greffe de cellules invalidées pour TET2, Jaiswal et al et Fuster
et al ont montré que les CHIP étaient associées a un développement accru d’athérosclérose
(augmentation de la taille des lésions aortiques). (78,88) Il a également été montré une augmentation de
la transcription des geénes codant pour des cytokines inflammatoires dans les macrophages TET2
déficients. (89) Ainsi TET2 est un régulateur négatif de I’inflammation permettant I’inhibition de
I’expression de genes de I’inflammation. Les mutations perte de fonction de TET2 conduisent donc a
I’augmentation de I’expression des médiateurs de 1’inflammation que les monocytes/macrophages
mutés et recrutés lors du processus d’athérosclérose sécreteraient de fagon plus importante accélérant le

processus d’athérosclérose. (88)
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Dans ce cas, le mécanisme par lequel TET2 module I’expression des génes de 1’inflammation
serait indépendant de son action sur la méthylation de I’ADN. En effet, lors de la phase de résolution de
I’inflammation, TET2 est capable de recruter une histone désacétylase (HDAC) qui catalyse la
désacétylation des histones, les maintenant en position fermée et rendant I’ADN inaccessible a la
transcription des geénes (Figure 5). Une mutation perte de fonction de TET2 associée a un défaut de
recrutement de HDAC maintiendraient donc la chromatine en position ouverte facilitant notamment la

transcription de cytokines inflammatoires (Figure 24). (90)

En particulier, I’interleukine IL1f pourrait étre le médiateur principal de ce phénomene au
niveau du microenvironnement particulier constituant les plaques d’athérome. L.’augmentation de la
sécrétion d’IL1P résulterait d’une part d’une augmentation de la transcription du geéne ILIf mais
également d’une augmentation de 1I’expression de NLRP3. (88) En effet, la synthése d’IL1[3 nécessite le
clivage de prolL1B en ILIf active par NLRP3 (NOD-like receptor protein 3), un constituant de
I’inflammasome lui-méme activé par des signaux de danger dont les cristaux de cholestérol ou le LDL-

ox (Figure 24). (91)

Tet2- -
deficiency Irar

\ DO )OI 175 gene]

8 Pro-IL-1B

inflammasome Ad’i; l
Caspase-1
O Active-IL-1B

o O  Secretion

Figure 24 : Sécrétion d’IL1S médiée par NLRP3

Les macrophages TET2 déficients sont caractérisés par un défaut de recrutement de HDAC (histone desacétylase)
augmentant la transcription du géne de L IL1 ainsi que par I’augmentation de I’expression du NLRP3 (NOD-like

receptor protein 3). Le complexe de I'inflammasome est indispensable au clivage de la prolL1( inactive en IL1S
active. (D’apres Yura, JACC, 2020).

L’ILIR sécrétée par les monocytes/macrophages stimule également I’expression de la P-
selectine, molécule d’adhésion présente a la surface des cellules endothéliales, ayant un rdle essentiel
dans recrutement de monocytes. (88) De plus, I'IL1[3 seraient impliquée dans le recrutement des cellules
musculaires lisses et favoriserait la production d’IL6 et de CRP concourant aux poussées inflammatoires
au sein des plaques d’athérome, conduisant a leur déstabilisation et donc participant a la promotion des
ECV. (92) La CRP reflétant I’état inflammatoire du patient, elle est associée au risque de rupture des

plaques d’athérome. (93)
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Les données expérimentales publiées a ce jour portent presque exclusivement sur les mutations
de TET2. 1l semblerait néanmoins que les mutations de DNMT3A retrouvées dans les macrophages
induisent également une modification de I’expression des génes de I’inflammation. (94,95) Selon les
études le profil d’expression cytokinique est identique (96) ou différent (80,97) de celui associé aux

mutations de TET2.

La démonstration des mécanismes physiopathologiques liant les CHIP aux évenements
cardiovasculaires reste cependant tres incompléte et porte essentiellement sur des données obtenues sur
des modeles animaux voir in vitro. En particulier, peu de données sont disponibles sur I’impact des
CHIP sur les marqueurs de I’inflammation chez les patients. Alors qu’il a été montré que la présence
d’une CHIP est associée a un taux de CRP plus élevé chez les sujets porteurs, (98) le profil d’élévation
cytokinique semble dépendant de la mutation identifiée. Ainsi, si les CHIP semblent globalement &tre
associées a une élévation de I’IL6, I’élévation d’IL1[3 était, quant a elle, particulierement associée a la
présence d’une mutation TET2. (99) Une élévation des taux sérique d’IL6 et de TNFa avait également
été rapportée chez les porteurs de CHIP par Cook et al. (100) De méme Pascual-Figal et al, identifiaient
chez des patients atteints d’insuffisance cardiaque et porteurs de CHIP un taux d’IL6 plus élevé mais
sans aucune différence sur les taux de CRP et d’IL1f3. (101)De leur c6té, Mas Peiro et al ont montré une
absence de différence des marqueurs classiques de 1’inflammation (CRP, IL6, taux de leucocytes et
plaquettes) entre les porteurs de CHIP et les non porteurs. Cependant, dans leur étude, la présence d’une
CHIP TET2 était associée a une augmentation du nombre de monocytes non classiques
(CD149™CD16*), connus pour sécréter des taux élevés de cytokines pro-inflammatoires. (102) Les
patients porteurs de mutations de DNMT3A présentaient une augmentation du rapport de lymphocytes

Th17/Treg participant au maintien du contexte pro-inflammatoire. (83)

Outre un intérét scientifique, 1’exploration des mécanismes physiopathologiques des
complications cardiovasculaires associées au CHIP présente un intérét clinique majeur. La recherche de
CHIP en tant que facteur de risque cardiovasculaire pourrait notamment avoir un intérét théranostique.
En effet, des stratégies visant a limiter 1’inflammation de bas grade pourraient €tre envisagées pour la
prévention des ECV chez les porteurs de CHIP. Précédemment, Ridker ef al ont montré avec 1’ utilisation
d’un anticorps monoclonal anti-IL1f3 ; le canakinumab, une diminution des taux de CRP et d’IL6
pouvant étre bénéfique dans la prévention de 1’athérosclérose alors méme que ce traitement n’impacte
pas le taux de LDL-cholestérol. (103) Dans I’étude CANTOS, 1’administration de canakinumab (a la
dose de 150 mg en sous-cutanée tous les 3 mois) est associée a une diminution de I’incidence d’un
nouvel ECV chez des sujets ayant fait un infarctus du myocarde et présentant une CRPus (CRP
ultrasensible) = 2mg/L. (104) Cette thérapie augmente le risque d’infection sévere en agissant sur les
mécanismes de I’immunité innée. Son utilisation devrait donc étre limitée aux patients pour lesquels une
bonne réponse est attendue, ce qui semble €tre le cas des porteurs de CHIP et en particulier dans le cas

des patients mutés TET2. (105) Un des moyens de sélection des patients éligibles a un traitement par
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canakinumab pourrait étre leur taux de CRP, comme proposé par Fuster et al, (106) ou bien la présence
d’une mutation identifiée en routine par technique de séquencage ciblé. D’autres stratégies
thérapeutiques basées sur 1’utilisation de traitements antiinflammatoires comme la colchicine, connue

pour son action sur le complexe NLRP3 de I’inflammasome, sont également envisagées. (107)

IV. Facteurs favorisant I’émergence des CHIP

Actuellement, nous ne savons pas pourquoi certaines personnes développent une CHIP et
d’autres non. Le principal facteur de risque est I’age. Or, on sait qu’avec 1’dge, on assiste a une
modification du microenvironnement médullaire, (1) qui devient pro-inflammatoire, notamment en lien
avec une augmentation de TNFa, d’IL6, d’INF et de M-CSF. Il a ét¢ montré que ce type de
microenvironnement sélectionne les CSH mutées pour DNMT3A (108,109) ou TET2 (110,111) et
favorise leur différentiation en cellules myéloides au dépend des cellules lymphoides. (17) Les
propriétés pro-inflammatoires des cellules mutées pour DNMT3A ou TET2 pourraient ainsi participer a
entretenir le phénomene. (89) Ceci pourrait contribuer a expliquer I’augmentation de la prévalence des

CHIP chez les sujets agés.

D’autres facteurs de risque semblent émerger. Au cours de la vie, les épisodes infectieux et
inflammatoires aigus ou chroniques, (109,112-114) le stress psychologique (115) ou I’exposition a
divers toxiques sont autant de facteurs de stress environnementaux qui en modifiant la composition du
microenvironnement médullaire pourrait jouer un rdle dans la sélection et le développement des CHIP.
Comme évoqué précédemment, des liens ont été établis entre ’exposition antérieure a des
chimiothérapies/radiothérapies et 1’acquisition d’une CHIP. (49,64,116) De méme, certains FDR CV
connus comme le tabac ou 1’obésité sont associés a une augmentation de la prévalence des CHIP. (117)
En effet, ces FDR sont a I’origine du développement d’une athérosclérose, or I’athérosclérose elle-méme
pourrait étre associée a une augmentation de la division des CSH entrainant un risque plus élevé
d’acquisition de mutations somatiques au sein de ces cellules. (118,119) Ainsi 1’athérosclérose
favoriserait I’acquisition de CHIP qui, comme expliqué précédemment, amplifieraient le phénomene

d’athérosclérose en retour.

Par ailleurs, on sait depuis une dizaine d’années que des variants génétiques constitutionnels
(c’est-a-dire transmis d’une génération a une autre et donc présents dans toutes les cellules de
I’organisme et ce des la naissance) sont associés a une prédisposition a développer des hémopathies
myéloides. (120—124) On peut donc imaginer qu’il pourrait exister une certaine prédisposition génétique
a l’acquisition d’une CHIP. Ainsi, des variants génétiques constitutionnels dans genes TERT
(Telomerase Reverse Transcriptase, enzyme s’opposant au raccourcissement des chromosomes lors de

la réplication de I’ADN), TET2, CHEK?2 (Checkpoint Kinase 2, géne de réparation de I’ADN) ou encore
ATG2B/GSKIP (Autophagy-related 2B/GSK3B interacting protein), prédisposeraient a 1’acquisition
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d’une CHIP. (99,125,126) Aussi, une prédisposition a I’acquisition de mutations de TET?2 a été décrite
dans certaines fratries. (127) De plus, parmi les donneurs de moelle osseuse, il a ét¢ montré une
prévalence plus importante des CHIP chez les apparentés de sujets présentant une hémopathie myéloide
comparativement aux donneurs apparentés de sujets atteints d’une hémopathie lymphoide. (76) Cette
prédisposition génétique aux CHIP reste cependant controversée. Une étude récente menée sur 299
paires de jumeaux agés entre 73 ans et 94 ans n’a retrouvé que 20 paires de jumeaux porteurs d’une
CHIP avec mutation affectant le méme gene et seulement 2 paires de jumeaux présentaient une mutation

identique, suggérant qu’il n’existe pas de prédisposition génétique a I’acquisition de CHIP. (128,129)
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OBJECTIFS

A ce jour, il n’existe aucune étude chez I’Homme recherchant les mécanismes
physiopathologiques par lesquels les CHIP favorisent le développement d’athérosclérose. Nous
proposons I’hypothése selon laquelle le vieillissement est associé a une augmentation de la fréquence
des CHIP et que celles-ci participent au déclenchement des ECV via la génération d’une inflammation
qui favorise le développement des plaques d’athérome. Selon cette hypothese, les macrophages dérivant
d’une CSH mutée et donc porteurs de la mutation, acquierent des propriétés pro-inflammatoires,
infiltrent les plaques athéromateuses et favorisent leur expansion via la sécrétion de facteurs pro-
inflammatoires, conduisant finalement au développement d’ECV. Si tel est le cas, on devrait s’ attendre
a ce que les patients ayant fait un ECV présentent plus fréquemment une CHIP que ceux n’ayant jamais
fait I’ECV dans une tranche d’age donnée. Toujours selon cette hypothese, les patients porteurs de
CHIP devraient présenter une inflammation systémique basale plus importante que les patients ne

portant pas de CHIP associée a un volume athéromateux supérieur.

Ce travail s’inscrit dans le cadre du protocole CHAth : « Fréquence de I’hématopoiese clonale
chez les patients ayant fait un premier événement cardiovasculaire apres 75 ans et conséquences sur
I’inflammation et le volume athéromateux » (NCT04581057). Il s’agit d’une étude observationnelle
monocentrique transversale a visée étiologique menée au CHU de Bordeaux dont I’investigateur

principal est le Professeur Thierry Couffinhal.

L’objectif principal de cette étude est d’évaluer la prévalence des CHIP chez des patients de plus de

75 ans ayant eu un premier ECV.

Les objectifs secondaires de 1’étude sont les suivants :
- Etablir, dans la population ayant présenté un ECV et en différentiant les porteurs et les non
porteurs de CHIP :
o une association entre la présence d’une CHIP et la présence d’une inflammation
systémique (évaluée par les taux circulants de hsCRP, IL1f3, IL6, TNFa, IL18 et IL10)
a distance du premier ECV, ainsi qu’une corrélation entre la fréquence allélique des
mutations et le niveau d’inflammation systémique.
- FEtablir, dans la population ayant présenté un ECV et en différentiant les porteurs et les non
porteurs de CHIP :
o une association entre la présence d’une CHIP et les FDR CV traditionnels

classiquement recueillis lors de la prise en charge des patients présentant un ECV.
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o une association entre la présence d’'une CHIP et le volume athéromateux (évalué par
échographie 3D) a distance du premier ECV, ainsi qu’une corrélation entre la fréquence
allélique des mutations avec le volume athéromateux.

o une association la présence d’une CHIP et une récurrence d’ECV.

- Comparer la fréquence des CHIP chez des patients ayant eu un ECV avec la fréquence des CHIP

chez des patients sélectionnés pour n’avoir jamais présenté d’ECV.

Le recueil et I’analyse des données cliniques et d’imagerie permettant de répondre aux objectifs
secondaires sus-cités ont été réalisés par le Pr Thierry Couffinhal, le Dr Yann Pucheux et Sami Fawaz,
cardiologues exercant dans le service de « Maladie coronaire, tests d’effort, réadaptation et sport santé
» et « Maladie coronaire et prévention » du CHU de Bordeaux.

Nous avons orienté notre travail sur I’interprétation et I’analyse des données de séquencage permettant
de répondre a I’objectif principal ainsi que sur I’analyse des données de biologie sur I’inflammation

systémique.
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Abstract

Clonal hematopoiesis of indeterminate potential (CHIP) is defined by the acquisition of a somatic
mutation in leukemia-driver genes in hematopoietic cells without any hematological malignancy. CHIP
has been associated with cardiovascular events through the induction of a chronic inflammatory state in
mice. The purpose of this study was to verify these findings in human and thus to evaluate the impact
of CHIP on inflammation and atherosclerosis burden in patients. We enrolled prospectively 106 patients
suffering from a first myocardial infarction of atherosclerosis origin to assess simultaneously the
presence of CHIP, the basal inflammatory state and the atheroma burden. To avoid any bias linked with
the acute phase of atherothrombosis, we performed the analyses between 2 and 7 months after the acute
event (considered as the date of inclusion in the study). A CHIP was detected in 55% of patients and
was associated with increased hsCRP levels. This result was only observed for mutations present with
a VAF =2% and was more pronounced when patients had multiple mutations. However, atherosclerosis
burden was not different between CHIP carriers and non-carriers. Interestingly, CHIP carriers presented
a 3-fold higher risk of recurrence of cardiovascular event between the first event and the inclusion in
the study. In conclusion, CHIP is highly prevalent among elderly patients suffering a first myocardial
infarction and is associated with a higher chronic inflammatory state but not with an increased

atherosclerosis burden.
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Introduction

Atherothrombosis is the main cause of death worldwide. Traditional cardiovascular risk factors (CVRF),
such as diabetes, smoking, dyslipidemia, hypertension, only explain 70 to 85% of cardiovascular events
our patients suffer. However, a significant part of these events remains unexplained by these traditional
risk factors. Thus, 15 to 30% of people without any evident cause can present an atherosclerotic
cardiovascular event (CVE), whereas not all high-risk patients (according to traditionnal CVFR)
experience such an event.(1)

Clonal hematopoiesis of indeterminate potential (CHIP) has emerged as a potential new risk factor of
cardiovascular diseases.(2) This condition results from the acquisition by an hematopoietic stem cell of
a somatic mutation in leukemia-driver genes, leading to the clonal expansion of a population of
hematopoietic cells without any clinical or biological sign of hematological malignancy. It has been
proposed that the definition of CHIP required the detection of the mutation at a variant allele frequency
(VAF) of more than 2%, representing a proportion of mutated cells of more than 4%.(3) The most
commonly mutated genes in CHIP are DNA Methyltransferase 3A (DNMT3A) and Tet Eleven
Translocation 2 (TET2). The frequency of CHIP increases with age. Using whole-exome sequencing
techniques, the prevalence of CHIP in the general population has been evaluated at about 5% at 60 years
of age, 10% at 70 years and >20% after 80 years.(2,4) Since their description, CHIP has been associated
with a risk of evolution towards overt hematological malignancies.(2,4) However, the increased
mortality rate associated with CHIP is mainly driven by its association with chronic diseases, in
particular atherothrombosis and chronic heart failure.(5-8) Because age remains the most important risk
factor for the majority of cardiovascular diseases and because CHIP is more frequently observed in the
elderly, CHIP could represent a new major risk factor in cardiology.

CHIP is said to contribute to cardiovascular complications by inducing a chronic inflammatory state.
Indeed, experiments in mice showed that clonal hematopoiesis exacerbates the inflammatory phenotype
of macrophages infiltrating the atherosclerotic plaques, aggravating the over-production of various
cytokines, especially IL13.(9) This favours the recruitment of monocytes within the plaque, the
production of foam cells and the growth of the plaque. In mice, various studies have shown that CHIP
was associated with a higher level of inflammation and a higher atherosclerotic burden.(5,9) Induction
of an inflammation seems also to be the mechanism through which CHIP contributes to heart

failure.(10,11)

In humans, CHIP has been associated with an increased risk of myocardial infarction (MI).(5,12) But
few studies have evaluated the prevalence of CHIP in cohorts of people suffering from a coronary artery
disease (CAD), reporting a prevalence of 8-22% depending on the sensitivity of the sequencing technic
used.(5,13) Furthermore, different groups have linked CHIP to the induction of a chronic inflammatory
state, but rarely in the context of CAD.(13-16) Finally, to our knowledge, no study has evaluated the

correlation between CHIP and atherosclerotic burden in human yet.
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Thus, studies in human and in mice suggest that CHIP favors an chronic inflammatory state that
contribute to the development of atherosclerosis, leading to the occurrence of CVE. However, none of
these studies demontrated this entire pathophysiological role of CHIP, neither in human, nor in mice. In
this study, we prospectively enrolled patients suffering a first MI after 75 years and searched for the
presence of CHIP using a sensitive sequencing technic. We simulaneously determined the basal
inflammation level (based on hyper-sensitive CRP and inflammatory cytokines plasmatic levels) and
the atheroma volume to associate for the first time in human these 2 parameters to the existence of CHIP

in the context of CAD.

Methods

Patients

Patients were enrolled in this study between March 2019 and June 2021. Eligible patients were screened
at the time of their admission for MI in the intensive care unit of the cardiologic department of the
university hospital of Bordeaux. They were informed about the study, and were included between 2 and
7 months after the acute event, at the time of the consultation for the post-MI clinical assessment. They
all signed written informed consent before inclusion in the study (NCT04581057, IRDCB 2019-
A02902-05). The main eligibility criterion was suffering from a first MI from atherosclerosis origin
after 75 years without evidence of hematological malignancy. Exclusion criteria encompassed the
absence of atherosclerotic coronary disease, an uncontrolled diabetes (HbAlc >10%), a previous
atherosclerotic cardiovascular event before 75 years (myocardial infarction, ischemic stroke, peripheral
arterial disease, angina pectoris), a hematologic malignancy (known or revealed by blood count at
admission), a known chronic inflammatory disease (rheumatoid arthritis, arteritis, gastro-intestinal
illness), an active neoplasia, and long-term anti-inflammatory therapies. These criteria are detailed in

the Supplementary Method.
Collected data

All data were collected on a secured e-case report form and were systematically double-checked by the

investigator and a clinical research assistant.
Data from the index event

Patient’s characteristics, traditional alterable CVRF, drugs used to be taken at the time of the event and
prescribed at discharge, data regarding MI and biological data at the time of the initial admission were

recorded by the investigators (as detailed in the Supplementary Appendix).
Clinical and routine biological testing at inclusion

We ensured that patients were still eligible by checking inclusion and exclusion criteria again. We

established and checked a list of conditions that, if present, had to make the appointment reported in
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order not to skew biological and genetic data (detailed in the Supplementary Appendix). We also
ensured that patients had not been vaccinated against SARS-Cov2 within the 8 previous days. A routine
cardiovascular evaluation was then run. Patients were asked about presence of dyspnea or angina,
evaluated with NYHA and CCS scales. Information was obtained from medical record about potential
recurrence of a cardiovascular event since the index event (new MI, coronary revascularization, stroke,
hospitalization for acute heart failure). Routine biological analyses comprising blood count, high
sensitive CRP (hsCRP), lipid profile, HbA1c were performed in the laboratory of the university hospital

of Bordeaux.
Measurement of atherosclerosis burden

Transthoracic echocardiography was performed by the same cardiovascular center and ejection fraction
calculated. Supra-aortic trunks ultrasonography with 3D-measurement of atherosclerotic volume was
performed by trained physicians, using a Philips iU22 probe equipped with a linear-3D volume
convertor VL13-5 (Philips). Images were analyzed using the Vascular Plaque Quantification software
on the QLAB 10.2 system (Philips). Functional ischemic testing was performed at the clinicians’

discretion.
Somatic genetic analysis and inflammatory markers

A blood sample of 30 mL was drawn at the time of inclusion and sent within 4 hours to the Biological
Cancer Resources Center of the university hospital of Bordeaux. Total leukocytes were frozen using the

Maxwell Blood DNA kit (Promega). Plasma was frozen at -80°C following a double centrifugation step.

The search for somatic mutations was carried out by the laboratory of Hematology of the university
hospital of Bordeaux using the Next Generation Sequencing (NGS) panel designed for the diagnosis
and follow-up of myeloid hematological malignancies. The genes tested are detailed in the
Supplementary Table S1. Briefly, target sequences were captured using the SureSelect technology
(Agilent). Sequencing was performed on a NextSeq 550Dx Instrument (Illumina technology) and
analyzed using an in-house bioinformatics pipeline (see Supplementary Appendix for more details).
Variants interpretation was performed independently by two biologists according to criteria previously
described (17) and reported in the Supplementary Table S2. All variants with a VAF>1% were

considered.

Inflammatory markers were measured from the same blood sample. IL6, TNFa, IL18 and IL10 levels
were analyzed by a multiplex immunoenzymatic technic (Bioplex200, Biorad). IL1f level was assessed

using the SIMOA IL-1f kit (Quanterix).
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Statistical analyses

Statistical analyses were performed using Prism software (GraphPad). Continuous variables were
compared using Kruskall-Wallis and Mann-Whitney tests. Categorical variables were analyzed using

Chi-square test. A p<0.05 was considered for statistical significance.

Results
Patients characteristics at the time of cardiovascular event

One hundred and six patients were included in this study. Their characteristics at the time of the event
are presented in Table 1. Patients were 82 years old in median, and 65% of them were men. Thirty-one
percent had diabetes, 76% had high blood pressure and 65% had dyslipidemia. Sixty-five percent of the
patients had at least two traditional CVRF. Only 3 patients were current smokers. Median hemoglobin

level, white blood cells, neutrophils and platelets counts were within the normal values.

Fifty-eight patients (55%) presented with a ST-segment elevation. All patients but two (98%) underwent
coronary angiography, and 50 patients (48%) had multitroncular lesions. Fourty-two percent of the
patients had at least one complication following the MI, the most frequent being heart failure requiring
administration of intravenous diuretics (n=39, 37%). Rythmic disorders occurred in 7 patients (6.6%).
Patients were all given a complete secondary prevention medical treatment at discharge, with aspirin

(95%), P2Y 12 receptor inhibitors (89%), ACEI or ARB (90%), statin (95%) and beta-blocker (93%).
CHIP prevalence in the cohort

At least one mutation was detected in 72 patients (68%) with a threshold of detection of 1% (Figure
S1A, Table S3). We first used the definition of CHIP that requires a VAF >2% and determined that
55% of the patients were CHIP carriers (Figure 1A). As previously described, the prevalence of CHIP
increased with age (Figure 1B, Figure S1B). Using a VAF threshold of 2%, 49% of patients aged
between 75 and 80 years had a CHIP, 51% of the patients aged 81 to 85 years, 65% of the patients
between 86 and 90 years and 67% of the patients after 91 years of age.

Description of the mutations detected in the cohort

As expected, DNMT3A was the most frequently mutated gene, with 52% of patients having at least one
mutation in DNMT3A. TET2 was concerned in 29% of the cases, before PPMID (14%), TP53 (10%)
and ASXLI (8.6%). The list of the main genes found mutated in our cohort was strictly similar to that of
previous studies (Figure 1C).(2,4,5,7,8,14,18-26) As described, most of the mutations affected genes
involved in DNA methylation, DNA repair, histones modifications, spliceosome complex and cell
signaling (Figure S2A). The median VAF observed was 2%, without impact of the gene mutated (Figure
1D). Most of DNMT3A mutations were missense mutations (this was also the case for TP53, CBL,
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SF3BI1,SRSF2 and GNBI mutations). Most of TET2 mutations were truncating mutations (as for ASXL/
and PPMID, Figure S2B-C). Single nucleotide variants frequently consisted in C>T substitution, a
classical signature associated with aging and previously described in CHIP (Figure S2D).(2,4)

Multiple mutations are frequently detected among CHIP-carrier patients

Using a VAF threshold of 1%, we were able to detect several mutations in a single patient in 54% of
CHIP cases. In particular, 31% of CHIP-carriers had 2 mutations, and 24% had 3 or more mutations
(Figure 1E). Thus, DNMT3A or TET2 were often associated with other mutations. The main associations
were DNMT3A/DNMT3A (n=11), DNMT3A/TET2 (n=6) and TET2/TET2 (n=5) (Figure 1F). We
hypothesized that different mutations within these genes would confer similar properties to the
hematopoietic cells, and analyzed the detection of a global clone (defined as the sum of the VAF of the
different mutations detected in a single patient). With this extended definition of CHIP, 60 patients
(57%) presented a CHIP with a global VAF at least at 2% (Figure S3A). Using this definition of CHIP,
the median VAF of the global clone per patient was 5% and the prevalence of CHIP also increased with
age (Figure S3B). There was no impact of mutation profile (association between genes and number of
mutations) on global VAF per patient but the VAF of the most important clone per patient increased

with the number of mutations (p=0.0003 according to Spearman test, data not shown).
Association between CHIP and Cardiovascular Risk Factors

Because CHIP has been previously linked with high blood pressure (27) or tobacco use, (14) we next
evaluated the association between CVRF and CHIP (defined as the detection of at least one mutation
with a VAF>2%). In our cohort, there was no difference of sex-ratio, age, BMI, dyslipidemia, high
blood pressure frequency or smoking habits between CHIP-carriers and no-carriers. However, patients
with CHIP presented less frequently diabetes (23% vs 41% in the non-CHIP group, p=0.053) and had
lower HbAlc levels (median of 5.70 [5.50-6.10] vs 6.15 [5.70-7.07], p<0.01, Table 1). They also had a
higher level of LDLc (0.85 [0.63-1.09] vs 0.76 [0.63-0.83], p<0.05, Table 2). We did not observed any
significant association between CHIP and “high risk” profiles, with 59% of the CHIP carriers having at

least 2 traditional risk factors compared with 71% in the non carriers group (Table 1, p=0.18).
CHIP is associated with an increased basal inflammation

CHIP was previously associated with an inflammatory state. In order to verify that this conclusion was
also true in the context of CAD, we evaluated in our patients the impact of CHIP on plasmatic hsCRP
levels. Because acute CVE would interfere with this parameter, we assessed the inflammatory state 2 to
7 months after the first event, and at least 2 weeks after any potential cause of inflammation. This time
period appears sufficient to evaluate the basal inflammation induced by the CHIP.(28) Using a VAF
threshold of 2%, CHIP carriers presented higher hsCRP plasmatic levels than no-carriers (2.7 [1.25-6]
vs 1.2 [0.7-3.2], p=0.0127, Figure 2A). This difference was not significant when keeping all mutations
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with a VAF >1% (Figure S4A), suggesting that isolated small clones do not have any impact on

inflammation.

Because the risk of cardiovascular event (CVE) was shown to be more important with “high VAF”
CHIP (more than 10%), (5) we searched for a clone size-effect on inflammation. Patients with a VAF
>10% or with 2-10% V AF had higher hsCRP levels compared with patients with a VAF <2% (3.6 [1.2-
6] or 2.4 [1.2-7] vs 0.7 [0.5-1.5], p=0.0371 and p=0.0179 respectively, Figure 2B). However, hsCRP in

all these patients’ groups was not different from those of patients without any detectable clone.

Finally we searched if CHIP would be more associated with hsCRP levels >2mg/L, a threshold
recognized as baring a prognosis value in cardiology.(29) Sixty-six percent of CHIP-carriers had hsCRP

>2mg/L compared with only 42% of no-carriers (Table 2, p=0.095).
Differential effect of DNMT3A/ TE'T2 mutations on inflammation

Some studies recently suggested that the different mutations identified in CHIP could have a differential
impact on inflammation or prognosis in cardiovascular diseases. We thus explored whether the mutated
genes had an influence on the hsCRP level. When evaluating patients with CHIP except those carrying
DNMT3A and/or TET2 mutation, we found no difference compared with the no-CHIP group (2.3 [1.0-
3.6] vs 1.2 [0.70-3.2], p=0.45, Table 2). On the contrary, patients carrying CHIP involving DNMT3A
and/or TET2 mutations showed a significant increase of hsCRP levels (p=0.0189, Figure 2C).

Thus, we then focused on patients carrying DNMT3A and/or TET2 mutation, testing various VAF
threshold and comparing them to all other patients, namely those without CHIP and those with a CHIP
not involving DNMT3A and/or TET?2 (Table 3). Patients with DNMT3A and/or TET2 mutation at VAF
over 2% and 5% had a significantly higher hsCRP than those of the control group (3.00 [1.47-6.75] and
3.60 [1.60-8.07] respectively vs 1.40 [1.00-3.80], p=0.042 and p=0.043). Patients in the DNMT3A/TET2
group had also more frequently hsCRP >2 mg/L, regardless of the VAF event if this effect was not
statistically significant (69% vs 48% for VAF>2%). An effect of higher VAF of DNMT3A/TET?2
mutations on inflammation was also supported by the increase of neutrophils counts that was statistically
significant at VAF over 5% and 10% compared to the control group (4.60 [4.25-4.95] and 4.70 [4.35-
5.35] respectively vs 3.80 [2.90-4.53], p=0.034 and 0.046).

Multiple clones are associated with a higher inflammatory state

As detailed earlier, we detected multiple mutations in a high proportion of our CHIP-carriers patients.
Carrying several mutations having a potential impact on the prognosis of cardiovascular diseases, (30)
we wondered if this parameter had an effect on the inflammatory state. Patients with 2 or more clones
presented higher hsCRP levels than patients with only one mutation (Figure 2D). When combined in the
same patient, these clones had an impact on hsCRP level. Thus, patients with a global clone =2%

presented increased levels of hsCRP than patients without CHIP (Figure S4B). This effect was more
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important when the global VAF was =10% (Figure S4C). Similar conclusions were observed when

restricting the analysis on DNMT3A/TET2 CHIP patients (Figures S4D-F).
The presence of CHIP is not associated with an increased atherosclerosis burden

MI are generally triggered in patients with a high atheroma burden. Because CHIP increases the risk of
CVE, we hypothesized that CHIP would be associated with an increased atheroma volume. Supra-aortic
trunks ultrasonography with 3D-measurement of atherosclerotic volume, a recent reliable technic to
measure atheroma volume, (31,32) was performed in 34 patients of the cohort. Using a VAF threshold
of 2%, we found no significant impact of CHIP on atherosclerosis burden. There was not difference in
carotid atheroma volume between patients with CHIP and patients without CHIP (520 [412-612] vs
455 [374-555], p=0.36, Table 2 and Figure 3A). We did not observe any difference in the rate of
multitroncular coronary lesions neither (54% vs 40%, p=0.16, Table 2). However, using a VAF
threshold of 5%, the rate of multitroncular lesions tended to be higher in CHIP carriers compared with

no-carriers (61% VS 40%, p=0.07, data not shown).

In patients carrying DNMT3A and/or TET2 mutation, no significant difference in atheroma burden, nor
in the frequency of multitroncular lesions was highlighted compared to the other groups of patients
(Figure 3B, Table 3).

Association between CHIP and recurrence of cardiovascular event

CHIP has previously been linked to an increased risk of incidence of atherothrombosis and heart
failure.(5,6) Even if the study did not included patient follow up, we asked wether carrying a CHIP had
an impact on CVE recurrence between the first event and the inclusion (2-7 moths after). Between
hospital discharge and inclusion in the study, 9 patients (9.7%) presented a recurrence of CVE. CHIP
carriers presented a near 3-fold increased risk of CVE recurrence compared with no-carriers (14% vs
4.7%, p=0.15, Table 2 and Figure 4). We observed the same trend when restricting the analysis to
patients carrying DNMT3A and/or TET2 mutations (Figure 4B). Particularly, with a VAF of at least 5%,
we observed an significant increased of CVE recurrence, with 24% of mutated patients being concerned
vs 4.4% of the control group (p=0.029, Table 3). This effect was mainly driven by hospitalization for
heart failure (14% vs 2.2%, p=0.09, Table 3).

Finally, the presence of multiple clones being associated with a poorer prognosis in heart failure (30)
we assessed the effect of detection multiple mutations on CVE recurrence. Patients carrying more than
one mutation did not present a higher rate of CVE recurrence compared with patients with no or one
mutation (Figure S5A). However, summing the VAF of the different clones observed in the same patient
demonstrated a near 3-fold increase of the rate of CVE recurrence when the global VAF was >2%. We
did not observed a clear effect of the VAF level on the rate of CVE recurrence probably due to the low

number of such events (Figure S5B-D).
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Discussion

In this study, we sought to correlate for the first time in a prospective cohort the existence of CHIP to
both an increased inflammatory state and an increased atheroma burden. In order to maximize the
prevalence of CHIP in our cohort, we included patients =75 years who suffered from a MI. To link
more easily CHIP to the CVE, we selected patients with a first event and thus patients that do not present
a very high number of traditional risk factors. This led to a very high rate of detection of CHIP in our
patients: 68% with a VAF threshold of 1%, and 55% with the classical VAF threshold of 2%. This
prevalence is more than 2-fold higher than expected from the results of the first studies that evaluated
the prevalence of CHIP in the general population.(2,4,5) In fact, this high prevalence could result from
2 parameters: 1/the sensitivity of our sequencing technic that is higher than the one of whole-exome and
whole-genome sequencing. 2/ the selection of very old patients that suffered from a CVE and thus that
were more likely to carry a CHIP. However, previous studies based on a targeted sequencing strategy
and using a VAF threshold of 2% reported a prevalence of CHIP of only 22.6-33% in patients >70-80
years.(7,13,23,26,33) Of note, Buscarlet et al observed a CHIP in only 24.5% of patients>80 years.(7)
Moreover, Busque et al did not observed any difference in the frequency of CHIP depending on the
existence of a history of CAD or not.(13) In the context of chronic heart failure, a prevalence of CHIP

similar to ours was observed by 2 groups among patients >70-80 years. (16,27,34)

In line with previous studies, most of the cases of CHIP were associated with mutations in DNMT3A
and TET?2 that represent 58.2% (85/146) of all the mutations detected. However, we detected a rather
high proportion of TET2 mutations (20.5%) and a quite low proportion of DNMT3A mutations (37.7%).
These results are in contradiction with the study of Busque et al who observed a higher proportion of
TET2 mutations among patients without CAD.(13) However, this could be due to the high age of our
patients. Indeed, TET2 mutations confer a higher proliferative advantage to hematopoietic cells
compared with DNMT3A mutations. Consequently, it has been observed an increase of TET2 mutations
frequency and a decrease of DNMT3A mutations frequency with age in different CHIP cohorts.(21,35)
Another explanation could be that TET2 mutations are more efficient in favoring CVE than DNMT3A

mutations, as this was recently described in patients with chronic heart failure.(6)

Although CHIP has been associated with occurrence of CVE independently of tradition risk factors, (5)
it is not clear whether CHIP is linked to or can synergies with some of them. Indeed the different studies
that address this point found that patients with CHIP were more likely to present diabetes (2,23,36),
tobacco use (4,14) or less likely to have a dyslipidemia (13) or healthy diet.(12) However, other studies
did not highlighted such association between CHIP and CVRF.(6,30,37) In our cohort, patients with
CHIP presented a lower level of HbAlc, a recognized marker of chronic hyperglycemia and tended to
present less frequently diabetes. This result was unexpected given that CHIP associated with TET2
mutations were shown to favor resistance to insulin in a mouse model.(38) However, patients with CHIP

did not presented less frequently a “high-risk profile” (>2 CVRF) compared with patients without CHIP,
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suggesting that CHIP cannot replace traditional risk factors to promote CVE. These results have to be

confirmed in larger cohorts.

Animal models have demonstrated that CHIP associated with TET2 or DNMT3A mutations contributed
to cardiovascular diseases through the induction of a pro-inflammatory phenotype of
monocytes/macrophages.(5,9,11) The association between CHIP and inflammation has been confirmed
in human in some studies. In particular, CHIP was shown to be linked to an increased levels of IL6,
(5,14,23) IL1P, or IL18. (14) Surprisingly, only one study noticed in patients with CHIP an increased
level of hsCRP, the commonest marker of inflammation used in routine practice.(13) In our study, we
observed increased levels of hsCRP in patients with CHIP compared to patients without CHIP when
considered a VAF threshold of 2%. Moreover, we observed that inflammation was higher in CHIP with
TET2 and/or DNMT3A mutations than in other cases. Such a differential effect depending on the gene
mutated has been previously suggested.(14,23) Studies on larger cohorts are needed to determine the
effect of mutations involving other genes on the inflammatory state. We also observed a trend toward a
higher proportion of patients with a hsCRP>2 mg/L in the presence of CHIP compared with patients
without CHIP. Because this threshold is considered to be a marker of a higher risk of CVE,(29) this
result strengthens that CHIP increases the risk of CVE through the induction of a chronic inflammatory

state.

To our knowledge, our study is the first one to address the direct evaluation of atheroma burden in
patients with CHIP. CHIP were previously associated with an increase of the calcic score that represents
an indirect marker of atherosclerosis.(5) In our cohort, we noticed a trend towards a higher rate of
multitroncular coronary lesions in patients with CHIP (using a VAF threshold of 5%), but without
significant difference in the carotid atheroma volume. This is probably due to the low number of patients
that could have been evaluated. Studies in larger cohorts are thus required to confirm this result.
Determining in patients the effect of CHIP on atheroma development in absence of history of CVE
would also be of particular interest since patients with MI irrespective of the presence of CHIP should

have higher levels of atherosclerosis due to multiple factors.

Finally, we detected 2 or more mutations with a VAF >1% in 54% of patients. In one patient, we were
able to detect up to 8 variants. All patients having a normal blood count (those having an anemia also
had an evident cause of cytopenia), none of them presented an evidence of hematological malignancy.
However, in absence of follow up, we cannot exclude that some of them present an early stage
myelodysplastic syndrome. This rate of “multiple-clones” CHIP is higher than previous studies that
detected this status in 14.4-29% cases of CHIP.(7,13,26,33) Once again, this could be due to the
advanced age of our patients since the prevalence of multiple mutations in CHIP increases with
age.(4,26) Another reason could be the sensitivity of our technic of sequencing that allowed the detection
of mutations with a VAF of 1%. Indeed, 49% (22/45) of the additional mutations were present at a VAF

between 1 and 2%. One can also imagine that in patients who suffered from a MI, atherosclerosis favors
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the development of CHIP and thus the emergence of multiple mutated clones as recently suggested.(39)
Today, it is not clear if such low VAF variants have a clinical and biological relevance. However, it has
been suggested that TET2 and DNMT3A mutations with a VAF below 2% had an impact on the
prognosis in chronic heart failure.(30,40) The presence of such additional small size clones was even
associated with an increased mortality or occurrence of peripheral artery disease.(26,30) In our cohort,
the presence of more than 2 mutations was associated with an increase of hs-CRP level. This is in line
with another study that reported higher IL6 levels in the presence of >1 clone.(23) However, we did not
find any significant association between the presence of multiple mutations and atheroma burden, nor
with CVE recurrence. Once again, larger studies are required to precise the potential role of additional

small clones in the pathophysiology of cardiovascular diseases.
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Table 1. Characteristics of the population at the time of the event depending on CHIP status

All patients Patients Patients with P-value
n=106 without CHIP CHIP (CHIP vs
n=48 n=58 non-CHIP)
Male, n (%) 69 (65%) 34 (69%) 35 (61%) 0.39
Age, years 82(79.0-87.0] @ 81([78.0-85.0] @82 ([80.0-87.0] 0.13
S Riskfactos | [ |
BMI, kg/m? 25.1[22.7- 25.6 [23.1- 25.1[22.5- 0.45
27.5] 27.5] 27.5]
Diabetes, n (%) 33 (31%) 20 (41%) 13 (23%) 0.053
HbA1lc, % 5.90 [5.60- 6.15 [5.70- 5.70 [5.50- <0.01
6.60] 7.07] 6.10]
Hypertension, n (%) 80 (76%) 37 (76%) 43 (77%) 0.88
Dyslipidemia, n (%) 68 (65%) 16 (33%) 21 (38%) 0.6
Smoking, n (%) 3 (2.9%) 2 (4.2%) 1(1.8%) 0.59
2 2 CV risk factors, n (%) 68 (65%) 35 (71%) 33 (59%) 0.18

Myocardial infarction I A N

ST-segment elevation, n (%) 58 (55%) 26 (54%) 32 (56%) 0.84
Coronary angiography performed, n (%) 104 (98%) 47 (96%) 57 (100%) 0.1
Multi-troncular lesions, n (%) 50 (48%) 19 (40%) 31 (54%) 0.16
Acute phase treatment
PCl, n (%) 92 (87%) 42 (86%) 50 (88%) 0.86
Medical therapy, n (%) 9 (8.5%) 5(10%) 4 (7%) 0.73
PCl and CABG, n (%) 3(2.8%) 1(2.9%) 2 (3.5%) 1
CABG, n (%) 1(0.9%) 1(2%) 0 (0%) 0.46
Fibrinolysis and PCI, n (%) 1(0.9%) 0 (0%) 1(1.8%) 1
Acute phase complications before
hospital discharge
All complications*, n (%) 45 (42%) 20 (41%) 25 (44%) 0.75
- Heart failure, n (%) 39 (37%) 18 (37%) 21 (37%) 0.99
- Ventricular arrythmia/AV 7 (6.6%) 3 (6.1%) 6(11%) 0.5
block, n (%)
- Thrombus, n (%) 4(3.8%) 2 (4.1%) 2 (3.5%) 1
- Pericarditis/Tamponade, n (%) 3(2.8%) 1(2%) 2 (3.5%)
I T A R S R
Hemoglobin, g/dL 13.60 [12.50- 13.6 [12.8- 13.4[12.1- 0.26
14.30] 14.6) 14.1)
White blood cells, G/L 9.10 [7.30- 9.40 [7.40- 8.85 [7.30- 0.86
11.20] 11.20] 11.20]
Neutrophils, G/L 6.75 [5.00- 6.80 [4.70- 6.70 [5.60- 0.3
8.43) 8.40] 8.70]
Platelets, G/L 218 [186-265] @ 218 [176-262) 226 [194-269] 0.36
Creatine, pmol/L 77.5 [67-101) 81 [67-109] 76 [67-96] 0.19
[ Medical treatment atdischarge | | | |
Aspirin, n (%) 94 (95%) 45 (98%) 49 (92%) 0.37
P2Y12 receptor inhibitor, n (%) 88 (89%) 39 (85%) 49 (92%) 0.23
ACEI, n (%) 75 (76%) 36 (78%) 39 (74%) 0.59
ARB, n (%) 14 (14%) 4 (8.7%) 10 (19%) 0.15
Statin, n (%) 94 (95%) 42 (91%) 52 (98%) 0.18
Beta-blocker, n (%) 92 (93%) 42 (90%) 50 (94%) 0.7

Results are expressed in median and interquartile ranges for quantitative variables, and numbers and percentages
for qualitative variables. For each variable, results do not include patients with missing values.

In this table we considered any CHIP with VAF >2%.

*One patient could suffer more than one complication; all complications were recorded.
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Table 2. Characteristics at inclusion and secondary outcomes

CHIP-carriers except
Non-CHIP carriers® CHIP-carriers DNMT3A and/or TET2
(n=48) (n=58) carriers
(n=14)
e ﬁmm::x event, | 5 00[4.006.00] 4.00 [3.00-5.75] 4.00 [4.00-5.75]
Age,y 81.00 [78.00-85.00] | 82.00 [80.00-87.00] 83.5 [78.50-87.00]
Male, n (%) 31 (63%) 38 (67%) 10 (71%)
Blood tests
Hemoglobin (g/dL) 13.10 [12.50-14.30] | 12.70 [12.10-13.60] 13.00 [12.40-14.50]
White blood cells (G/L) 6.40 [5.50-7.50] 6.70 [5.65-7.50] 5.85 [5.50-7.20]
Neutrophils (G/L) 4.15 [2.75-4.92] 4.00 [3.20-4.70] 3.75[3.18-4.28]
Platelets (G/L) 205 [155-242] 199 [174-253] 190 [162-206]
Total cholesterol (g/L) 1.45 [1.22-1.68] 1.55 [1.23-2.13] 1.46 [1.13-1.70]
LDL-c (g/L) 0.76 [0,63-0.83] 0.85 [0.63-1.09]* 0.86 [0.57-1.04]
HDL-c (g/L) 0.45 [0.39-0.54 0.46 [0.41-0.54] 0.47 [0.39-0.56
HbA1c (%) 6.10 [5.80-6.60 5.90 [5.70-6.20]* 5.70 [5.60-6.00

Recurrence of CV event

between hospital
discharge and inclusion
All CV events, n (%) 2(4.7%) 7 (14%) 1(7.7%)
Heart failure, n (%) 0 (0%) 4 (8%) 1(7.7%)
Myocardial infarction, n (%) 2(4.7%) 1(2%) 0 (0%)
Coronary rer:/::‘c)ularlzation, 0 (0%) 2 (4%) 0 (0%)
LVEF (%) 59.50 [49.50-61.00] | 56.50 [50.00-65.00] 55.00 [50.00-59.00]
Inflammation
hsCRP, mg/L 1.20 [0.70-3.20] 2.70[1.25-6.00] 2.30 [1.00-3.60]
hsCRP > 2 mg/L, n (%) 13 (42%) 23 (66%) 5 (56%)
hsCRP >5 mg/L, n (%) 6 (19%) 12 (34%) 2 (22%)
Atherosclerosis burden
Multit lar lesions,
ulti ronc;ar esions, 0% 54% 579%
Global atherom
obal atheroma 455 [374-555) 520 [412-612) 515 [492-521]
volume, mm
Right CCA, mm?® 191 [158-248] 252 [164-359] 252 [202-330]
Left CCA, mm*® 241 [164-284] 266 [198-333] 240 [205-347]

Results are expressed in median and interquartile ranges for quantitative variables, and percentages of the
concerned group for qualitative variables. For each variable, results do not include patients with missing values.
In this table we considered any CHIP with VAF >2%.

° All comparisons are made with the non-CHIP group, at a VAF of 2%.

* Statistically significant (p<0.05).
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Table 3. Characteristics at inclusion according to DNM73A/TETZ2 status and VAF

Non DNMT3A/TET2 DNMT3A/TET2 DNMT3A/TET2 DNMT3A/TET2
DNMT3A/TET2® VAF 1% VAF 2% VAF 5% VAF 10%
(n=48) (n=58) (n=44) (n=21) (n=12)

Time from index

5.00 [4.00-6.00] | 4.00[3.00-5.75] | 4.00[3.00-5.75] | 4.00 [3.00-5.25] | 4.00 [3.00-5.00]
event, months

e 81.00 [78.00- 82.00 [80.00- 82.00 [80.00- 83.00 [81.00- 82.50 [80.20-
a4 87.00] 86.00] 87.00] 85.00] 85.80]
Male, % 71% 60% 65% 67% 67%
Blood tests
13.00 [12.30- 12.70 [12.1- 12.40 [12.00- 13.00 [12.30- 12.6 [12.30-
EaoRI ) 14.40] 13.5] 13.40] 13.50] 14.40]

White blood cells

(G/L) 5.90 [5.40-7.20] 6.85[5.88-7.95] | 6.80[5.78-7.50] | 7.00[6.52-7.60] | 7.15[6.45-7.72]

4.60 [4.25- 4.70 [4.35-
Neutrophils (G/L) | 3.80[2.90-4.53] | 4.50(3.35-5.00] | 4.40[3.25-4.90] py s sspe
Platelets (G/L) 199 [156-230] | 218([175-254] | 224[191-253] | 198([175-248] | 212 [172-260]
Mo c(:;’:;“em' 146 [1.21-1.69] | 1.50[1.28-2.10] | 1.55[1.23-2.13] | 1.46 [1.26-2.10] | 1.37[1.14-1.92)
LDL-c (g/L) 0.77[0,62-0.87) | 0.78[0.65-1.04] | 0.83[0.67-1.13 | 0.83[0.69-1.22] | 0.78[0.65-1.09]
HDL-c (g/L) 0.45[0.38-0.56] | 0.47[0.40-0.54] | 0.46 [0.42-0.54] | 0.47 [0.41-0.50] | 0.47[0.39-0.53]
HbA1c (%) 6.10 [5.70-6.60] | 6.00(5.70-6.32] | 5.90[5.70-6.25] | 5.90 [5.70-6.25] | 6.05 [5.53-6.35]

Recurrence of CV
event

All CV events, % 15% 16% 24%*
Heart failure (%) 2.2% 6.2% 8.1% 14% 17%
Myocardial
infarction (%) 2.2% 4.2% 2.7% 4.8% 0%
Coronary
revascularization 0% 4.2% 5.4% 4.8% 0%
(%)
LVEF (%) 56.00 [50.00- 60.00 [46.00- 60.00 [46.00- 57.00 [47.00- 65.5 [44.20-
61.00] 64.50) 64.50] 66.00] 68.00]
Inflammation
3.00 [1.47- 3.60 [1.60-
hsCRP, mg/L 1.40 [1.00-3.80] 2.00 [1.00-5.25] 6.75]* 8.07]* 3.60 [1.82-6.25]
hsCRP >2 mg/L, % 48% 60% 69% 69% 75%
hsCRP > 5 mg/L, % 23% 31% 38% 44% 38%
Atherosclerosis
burden
LA G 47% 49% 53% 62% 58%
lesions, %

Global atheroma
volume, mm?
Right CCA, mm? 198 [164-262] 256 [157-393) 256 [152-372] 247 [152-387] 154 [148-282]

Left CCA, mm® 244 [203-338] 259 [153-317) 270 [175-326) 270 [250-334] 259 [250-272]

484 [411-519] 552 [402-608] 552 [395-615] 552 [417-600] 476 [417-562]

Results are expressed in median and interquartile ranges for quantitative variables, and percentages of the
concerned group for qualitative variables. For each variable, results do not include patients with missing values.
° All comparisons are made with the Non-DNMT3A/TET2 group, which encompasses patients without CHIP and
patients with CHIP but no DNMT3A or TET2 mutation.

* Statistically significant (p<0.05).
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Figure 1. Prevalence and characteristics of detected mutations

(A) CHIP prevalence in our cohort using a VAF threshold of 2% (B) CHIP prevalence in our cohort using a VAF
threshold of 2% depending on the age of the patients. (C) List of mutated genes in our cohort. (D) Median variant
allele frequency per gene. No significant differences were found by ordinary one-way ANOVA multiple
comparisons. (E) Proportion of patients carrying 1,2 or more than 2 mutations (with VAF >1%) (F) Circos plot
representing associations between mutated genes.

57



150 [ | 150 1
100 100
) | o
3 50 > 50
£ | E | | AR
a 10 a 10
o o
o 8 | o 8 l I
2 & 2 6
4
2 2 I
[ T 0 T _lh
3 & 5 o S &
09 Q‘\Q ("0 \Q Qm Q‘b
*® o ° & a &
C D

[ A A

o o
(=] (=]
hsCRP (mg/L)
wn

hsCRP (mg/L)

0 I 10 |
8
6
2 % e ——
. a e 0 \\ \\l
\Q 0\0\ e\e\ 2\ e
(;Q ,»Q’ Q 0 oo\ . oo\
o° A Q} QO )
> (&) & 2
& & &
& N N N
Q) O
N & &
Q < &
& &
& ¢
] . &
&

Figure 2. Correlation between CHIP status and inflammation

(A) hsCRP level according to the presence of mutations with VAF >2%. Statistical tests were performed using
D’Agostino and Pearson normality test or Shapiro-Wilk normality test (no normality) and Mann-Whitney test
(*p=0.0127 Non-CHIP (n=30) vs CHIP 2% (n=36)). (B) hsCRP level according to VAF of the higher clone per
patient. Statistical test performed was Kruskal-Wallis test Multiple comparisons (*p=0.0179 CHIP 1-2% (n=9) vs
CHIP 2-10% (n=23) and p=0.0371 CHIP 1-2% vs CHIP >10% (n=13), Non-CHIP (n=21)). (C) hsCRP level
according to the type of mutation with VAF >2%. Statistical test performed was Kruskal-Wallis test Multiple
comparisons (*p=0.0189 Non-CHIP (n=30) vs DNMT3A/TET2 2% (n=27), Other CHIP 2% (n=9)). (D) hsCRP
level according to the number of mutations per patients with VAF >1%. Statistical tests were performed using
D’Agostino and Pearson normality test or Shapiro-Wilk normality test (no normality) and Mann-Whitney test
(*p=0.0446 Patients with 1 mutation 1% (n=17) vs patients with more than 1 mutation 1% (n=28)).
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Figure 3. Correlation between CHIP status and atherosclerosis burden

(A) Carotid atheroma volume according to the presence of mutations with VAF of 2%. Statistical tests were
performed using D’ Agostino and Pearson normality test or Shapiro-Wilk normality test (no normality) and Mann-
Whitney test (Non-CHIP (n=9), CHIP 2% (n=21)). (B) Carotid atheroma volume according to the type of mutation
with VAF >2%. Statistical test performed was Kruskal-Wallis test Multiple comparisons (Non-CHIP (n=9),
DNMT3A/TET?2 2% (n=16), Other CHIP 2% (n=5)).
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Figure 4. Association between CHIP status and recurrence of cardiovascular event

(A) Prevalence of recurrence of cardiovascular event in patients carrying CHIP with VAF of 2% (Non-CHIP
(n=42), CHIP 2% (n=52)). (B) Prevalence of recurrence of cardiovascular event according to the type of mutation
with VAF >2% (Non-CHIP (n=65), DNMT3A/TET2 2% (n=38), Other CHIP 2% (n=13)). Statistical tests were
performed using Chi-square test.
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Supplementary Appendix

Supplementary Methods
Patients’ inclusion

Eligible patients were =75 years and were admitted for a first acute coronary event, without any previous
other cardiovascular event in their history. According to guidelines, a myocardial infarction was defined
as a myocardial injury with clinical evidence of myocardial ischemia, with significant change in
cTroponin levels above the 99™ percentile and at least one of the following criteria: symptoms of
myocardial ischemia, ischemic ECG changes, development of pathological Q waves, imaging evidence
of loss of viable myocardium or new regional wall motion abnormality, identification of a coronary
thrombus by angiography.(1) Type 1 myocardial infarctions, and type 2 and 3 if there was evidence of
an atherosclerotic coronary disease were included. Myocardial infarctions due to vasospasm,
microvascular dysfunction, non-atherosclerotic coronary dissection, oxygen supply/demand imbalance
alone were excluded.

The other inclusion criteria were the absence of evidence of hematologic malignancy, known or revealed
by blood count at admission at the time of the event. Blood count at admission had to be normal. In case
of abnormality on this first blood count, we ran complementary analysis to search for a non-neoplastic
cause (hemoconcentration, dilution, inflammation due to an active and reversible condition, vitamin or
iron deficiency, bleeding not related to an active neoplasia). If no reversible cause was found and/or if
blood count didn’t normalize during the hospital stay, the patient was excluded. Hemoglobin was normal
if between 12 g/dL and 16 g/dL in women, and 13 g/dL and 17 g/dL in men; platelets count had to be
between 150 and 400 G/L, and white blood cells were expected to be between 4 and 10 G/L.

Fourty-nine patients (46%) had an abnormality on blood count at admission, either on white blood cells,
hemoglobin or platelets. Twenty-four patients had anemia, twenty-two patients had leukocytosis, and
three had low platelets. All of these patients had complementary analysis to search for a reversible cause.
Among patients with anemia, 11 had fluid overload, 13 had iron deficiency, three had folates deficiency
and two had cyanocobalamin deficiency. Some patients had more than one cause of anemia.
Leukocytosis was explained either by inflammation due to the myocardial infarction, pneumonia (3
patients), gout (2 patients) or urinary tract infection (1 patient), and all cases normalized during the
hospital stay. The three platelets count abnormalities normalized during the hospital stay, one was due
to a platelets aggregate.

Patients who were under legal protective measures, deprived of liberty by court order, unable to give
their written informed consent, or having participated to an interventional study on a drug within 30
days before enrolment were ineligible to our study. The patient should be affiliated to a social security
regimen.

Data from the index event
Data concerning patient’s characteristics comprised: age, gender, body mass index.

For traditional alterable cardiovascular risk factors, smoking was defined as having an active smoking
activity or having stopped within the last three years. Hypertension was defined by a systolic blood
pressure of at least 140 mmHg and/or a diastolic blood pressure of at least 90 mmHg from the means of
daily measures during the hospital stay, or by the use of anti-hypertensive drugs. Dyslipidemia was
defined as a c-LDL > 4.1 mmol/L (> 1.6 g/L) and/or c-HDL < 1.03 mmol/L (< 0.4 g/L) in men and <
1.29 mmol/L (< 0.5 g/L) in women, or by the use of lipid-lowering drugs.(2) A threshold of HbAlc >
6.5% was used to define diabetes, as well as use of anti-diabetic agents.(3)

Data regarding myocardial infarction comprised: existence of a ST-elevation; concerned territory;
number of main vessels with a stenosis > 50%, according to the morphological assessment carried out
by the cardiologist performing the coronary angiography; acute phase treatment (medical treatment,
fibrinolysis, angioplasty, coronary artery bypass graft surgery); presence and type of potential
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complications: heart failure defined according to the 2016 ESC guidelines(4), ventricular arrythmia
defined as sustained ventricular tachycardia or ventricular fibrillation, high-degree atrio-ventricular
block, pericarditis, mechanical complication comprising mitral regurgitation, ventricular free-wall
rupture and ventricular septal defect, intra-cardiac thrombosis diagnosed by echocardiography.

Biological data recorded at the time of the initial admission comprised: blood count, hsCRP, creatinine,
lipid profile and HbAlc.

Data at inclusion

The checklist at the inclusion comprised:

- Infection or fever >38.5°C within 15 days prior to hospitalization

- Surgical operation within 30 days prior to hospitalization

- Anti-inflammatory drug within 7 days prior to hospitalization (except for long term treatment)
NGS sequencing and analysis

Library preparation and sequencing

The DNA from the total leukocytes was extracted using Maxwell RSC Instrument (Promega).

A custom RNA-baits panel was designed to cover 56 genes involved in myeloid malignancies. The list
of the genomic regions targeted is available in the Supplementary Table 1. Libraries were prepared from
approximatively 200 ng of DNA for each patient using SureSelect XT Low Input kit (Agilent) or using
Magnis NGS Prep System (Agilent). Libraries were pooled for multiplex sequencing on a NextSeq500
(Illumina) with Mid Output Kit v2.

Bioinformatic pipeline

We developed a bioinformatic pipeline to analyse sequencing data in order to control each step of
analysis. FASTQ files were generated by bcl2fastq. They were then aligned against reference genome
hg19 (2013) with bwa-mem, producing BAM files. After this step, duplicate reads were tagged but not
removed using agilent locatit software. Finally, coverage analysis was performed with bbctools,
mosdepth, samtools and resulting metrics were gathered with MultiQC to assess sequencing data quality,
including depth of coverage for every gene of panel. For this study we used 3 different tools for variant
calling in order to detect with good accuracy mutations in samples. We have chosen GATK Mutect2,
VarScan and VarDict to detect somatic mutations. Annovar software (version 2020-06-08) and ensembl
VEP (v.103) were used to annotate all called variants. Following databases were used:

- COSMIC 92 (Catalogue Of Somatic Mutations In Cancer)

- gnomAD 2.1.1 (The Genome Aggregation Database), ExaC (The Exome Aggregation Consortium),
1000 genome, ESP (Exome Sequencing Project) to assess variant frequency in world population

- SIFT, PolyPhen2, PROVEAN (in-silico pathology prediction tools)
- dbSNP (The Single Nucleotide Polymorphism database)

- ClinVar (2021-01-03) (information on the relationships between variants and human health): this
descriptor allows to know clinical effect of variant

- InterVar (software tool for automatic clinical interpretation of genetic variants by the ACMG/AMP
2015 guideline)

Review and classification of mutations

Intronic and synonymous mutations were removed as well as variants with VAF <1% and variants with
a minor allele frequency (MAF) =0.1% listed in databases (dbSNP, gnomAD, ExaC, 1000 genome,
ESP). Variants known as recurring artifact (manually curated and stocked in a local database) were also
removed.
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Finally, retained variant were reviewed independently by 2 molecular biologists for (i) visual inspection
of reads in BAM file to conclude for real mutation or artifact and for (ii) classification of the
pathogenicity of mutations. To be interpretable, the generated data had to meet the following criteria:

- Minimum read depth of 200X

- Sufficient coverage of the different regions in both reading directions

- Total number of reads corresponding to the variant must be greater than 10
In order to have more confidence in variants with low VAF, we distinguished them from artifacts by
estimating the background noise via the median absolut deviation and the corresponding confidence
intervals. To exclude variants that could represent artifacts, we only retained those that presented a VAF
at least 2-fold higher than the upper limit of the confidence interval.
The classification of mutations was based on the consensus recommendation of the Association for
Molecular Pathology and the American Society of Clinical Oncology.(5) Variants were classified as
pathogenic, likely pathogenic or of unknow significance according to the criteria shown in Supplemental
Table 2.
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Supplementary Tables

Table S1. Gene panel used in the Hematology laboratory of the Bordeaux University Hospital for

the diagnosis and follow-up of myeloid hemopathies and used in this study

Gene T p Gene Ti p Gene Ti p
ANKRD26 NM_014915.2 5'UTR GNAS NM_000516.5 exon 8 RIT1 NM_006912 exon 5
ASXL1 NM_015338.5 whole exon GNB1 NM_002074.4 exon 5-6 RUNX1 NM_001754.4 whole exon
ASXL2 NM_018263 exon 11-12 IDH1 NM_005896.2 whole exon SAMD9 NM_017654 whole exon
BCOR NM_001123385 whole exon IDH2 NM_002168.2 whole exon SAMDIL NM_001303497.2 | whole exon
BCORL1 NM_021946 whole exon IKZF1 NM_006060.6 whole exon SETBP1 NM_015559.2 exon 4
CALR NM_004343.3 exon 9 JAK2 NM_004972 whole exon SF3B1 NM_012433.2 exon 13-16
CBL NM_005188.2 whole exon KDM6A NM_021140.2 whole exon SH2B3 NM_005475.2 whole exon
CCND2 NM_001759.3 exon 5 KIT NM_000222.2 whole exon SMC1A NM_006306 whole exon
CEBPA NM_4364.3 whole exon KRAS NM_033360.2 whole exon SMC3 NM_005445.3 whole exon
CSF3R NM_156039.3 whole exon MPL NM_005373.2 whole exon SRSF2 NM_003016.4 whole exon
CUX1 NM_181552.3 whole exon MYC NM_001354870 | whole exon STAG2 NM_001042749.2 | whole exon
DDX41 NM_016222 whole exon NFE2 NM_006163.2 whole exon TERC NM_001566.1 whole exon
DNMT3A NM_175629.1 whole exon NPM1 NM_002520 exon 11 TERT NM_198253 whole exon
ETNK1 NM_018638 exon 3 NRAS NM_002524.3 whole exon TET2 NM_001127208.1 | whole exon
ETV6 NM_001987.4 whole exon PHF6 NM_001015877 | whole exon TP53 NM_000546.4 whole exon
EZH2 NM_004456.4 whole exon PPM1D NM_003620 exon 6 U2AF1 NM_001025203.1 | whole exon
FLT3 NM_004119 whole exon PTEN NM_000314.4 exon 5-7 WT1 NM_001198551 exon7+9
GATAl1 NM_002049.3 whole exon PTPN11 NM_002834.3 exon 3 + 13 ZRSR2 NM_005089 whole exon
GATA2 NM_032638 whole exon + intron 4 RAD21 NM_006265.2 whole exon

Table S2. Characteristics of the identified mutations according to the degree of certainty of their

pathogenicity (deleterious, possibly deleterious or variant of undetermined significance)

Deleterious variant (A)*

described

in

- Variant resulting in a truncated protein
- Variant

myeloid hemopathies

(COSMIC) as somatic or VAF in favor of a somatic
origin (<40% or between 60% and 80%)
- Variant with demonstrated functional
(including splicing)

effect

Possibly deleterious variant (B)*

- Variant not probably deleterious, with MAF <0.1%
and VAF <40% or >60% (probably somatic origin)

Variant of undetermined significance (C)

- Variant not probably deleterious with VAF between
40 and 60% or equal to 100% (probably rare SNP)

- Splice variant predicted without impact by Human
Slicing Finder

Excepted for :

- ASXLI/ASXL2/TET2: only variants resulting in a truncated protein were retained as deleterious
variant (A). For TET2, missense mutations were retained only when they affected CD1 or CD2
domain

- ANKRD?26: non-coding region 5’-UTR was retained
- TP53: database IARC (https://p53.iarc.fr/) was used for the classification

* Only variants classified as A or B are retained as CHIP in the study.
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Table S3. List of variants identified per patient in the study cohort

Patient D No. of CHIP mutations* Mutation classification  Gene Exon Transcript DNA change Protein change VAF Variant coverage Depth SMIC reference dbSNP reference
A TETZ 6 NM_001127208.2 €.3621_3622dup p-(Lys1208ArgfsTer19) 31 499 1623
1u NM_001127208.2 c.4355del p-(Arg1452GlnfsTer6) 2539

NM_181552.3 €.1601C5T p.(Pro534Leu)

(ArgSOOHls) 1072 COSM5345894

(Ter394TrpextTer9) 2118

NM_022552.4 €.1752C>A p.(Tyr584Ter) COSM5574186
NM_005188.4 €.2326G>A p.(Val776lle) 3361

DNMT3A NM_022552.4 €.2357C>A p.(Ser786Ter) 1114

Cux1 NM_181552.4 €.3085G>A p.(Val1029Met) rs373913483

#016 2 DNMT3A 8 NM_022552.5 €.901C>T p-(Arg301Trp) 34 1131 3326 COSM2911819
TET2 8 5867

NM_001127208.3 €.1001du; .(Pro335SerfsTer5)

NM_001127208.3 €.3804-1G>C
NM_001127208.3 C.4537+1G>A COSM4170056

NM_022552.5 €.2645G>A p.(Arg882His) COSM52944 15147001633

PPM1D NM_003620.4 ¢.1440dup p.(Alad81SerfsTer8) 4567

[ GATA2 6 NM_032638.5 €.1438G>C p.(Gly480Arg) 772 3834

A P53 9 NM_001126112.3 c.944del p.(Ser315PhefsTer30) 2 51 3106
#022 4 A P53 7 NM_001126112.3 C707AG p.(Tyr236Cys) 22 628 2894, COSM10731 15730882026
A P53 6 NM_001126112.3 .626_627del p.(Arg209LysfsTers) 1 58 4298 151057517840

[ NM_001126112.3 .472_489del p.(Arg158_Tyr163del)

NM_000222.3 €.952A>G p.(Met318Val) 2556 COSM5989815 rs143388949
NM_006163.3 €.1093C>T p.(Arg365Trp) 3727 COSM4043173 rs150756699

NM_022552.5 €.2099C>T p.(Pro700Leu) 3 15772368909
#029 3 8 DNMT3A 10 NM_022552.5  c.1232_1238delinsCGGGGGA p.(Leud11_Gly413delinsProGlyAsp) 4 50 1166
NM_005089.4 c.1361G>A p.(Argd54Gln) 4 COSM6970291 15746617360

A NM_012433.4 n p-(Lys666Asn) 3 COSM132937 rs377023736
A SF3B1 14 NM_012433.4 €.1997A>C p-(Lys666Thr) 1 44 2983 COSM131556 rs374250186
A SF3B1 14 NM_012433.4 €.1996A>C p-(Lys666GIn) 3 72 2608 COSM132950 rs754688962
B GATA2 5 NM_032638.5 €.1096G>T p-(Gly366Trp) 3 68 2473

4032 8 c TERC NR_001566.1 46 676 1462
c KIT 21 NM_000222.3 €.2867G>A p.(Arg956Gin) 48 1002 2101 COSM71350 rs139694927
A NFE2 3 NM_006163.3 €.194dup p.(Tyr65Ter) 4 102 2858 rs774919590
A SH2B3 6 NM_005475.3 €.1141CT p.(GIn381Ter) 0.9 12 1307
A TP53 5 NM_001126112.3 €.524G>A p.(Arg175His) 4 94 2660 COSM10648 1528934578
A PPM1D 6 NM_003620.4 c.1538del p.(Leu513Ter) 10 437 4368

®
]
E
=
3
>

19 NM_022552.5 €.2202C>G p.(Phe734Leu) 1 27 2376
6 NM_001303497.3 €.4140dup .(GIn1381ThrfsTer77) rs745823605

o
o

NM_001127208.3 €.5635G>C p.(Glu1879GIn) rs944233155

A TET2 NM_001127208.3 .872_873dup p.(Val292TrpfsTer2)
#039 2 B BCOR 4 NM_001123385.2 c1271CT p.(Prod24Leu) 2 693 3221
c BCORL1 3 NM_021946.5 €.215G>A p.(Arg72GlIn) 46 1265 2742

#041 1 B DNMT3A 19 NM_022552.5 €.2314T>C p.(Phe772Leu) 25 593 2344

#043 1 A ASXL1 13 NM_015338.6 €.1900_1922del p.(Glu635ArgfsTer15) 18 510 2907 COSM36165

#047 0 C BCORL1 12 NM_021946.5 €.5093G>T p.(Arg1698Leu) 99 604 608 rs756266434

4049 2 B GNB1 6 NM_002074.5 €.239T>C p-(11e80Thr) 8 636 7733 COSM1290046 rs752746786
A ASXL1 11 NM_015338.6 €.1357G>T p.(Glua53Ter) 16 1947 12366

4054 0 C TERC NR_001566.1 48 757 1581 rs771988301
C BCOR 4 NM_001123385.2 €.2364C>G p.(Asn788Lys) 3624 COSM5762838

A NM_001127208.3 €.3743T>C p.(Leu1248Pro) COsM211718 15372179780
o 5 A TER2 1 NM_001127208.3 €.4546C5T p.(Arg1516Ter) 1 30 2312 COSM43420 15370735654
c cux1 15 NM_181552.4 €.1580C>T p.(Pro527Leu) COSM3737015 15556721676
[ cBL 8 NM_005188.4 1103456 p.(Tyr368Cys) COSM5749255
o a A P53 8 NM_001126112.3 c.818G>A p.(Arg273His) COSM10660 1528934576
A P53 8 NM_001126112.3 ¢.817CT p.(Arg273Cys) COSM10659 15121913343
o 2 A PPM1D 6 NM_003620.4 ] p.(Ser516Ter) COSM4423003 15772936724
B ZRSR2 7 NM_005089.4 g p.(Tyr175Cys)
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#064 0 C KIT 3 NM_000222.3 C.434A>G p.(Asn145Ser) 48 1396 2903 rs1003144287

A DNMT3A 23 NM_022552.5 €.2711CT p.(Pro904Leu) 1 20 1910 COSmM87007 rs149095705

#066 1
C SAMD9 3 NM_017654.4 €.3289_3291del p.(Lys1097del) 47 1889 4061

A TET2 11 NM_001127208.3 €.5698G>T p.(val1900Phe) 2 60 3723 COSM4766132

#069 1
SH2B3 2 NM_005475.3 232G>A (Glu78Lys) 49 996 2021 COSM4774989 rs754838420

#113 1 A DNMT3A 23 NM_022552.5 €.2645G>A p.(Arg882His) 1 21 1875 COSM52944 rs147001633

A DNMT3A 23 NM_022552.5 €.2651C>T p-(Alag84val) 2 57 2356 COSM231547 rs559023562
18 3 B DNMT3A 20 NM_022552.5 €.2335A5G p.(Met779Vval) 1 12 1084

A DNMT3A 16 NM_022552.5 €.1904G>A p.(Arg635GIn) 1 31 2751 COSM1583088 rs751562376

C NM_016222.4 3 .(Argd79GIn) 8 rs200307685

A TET2 4 NM_001127208.3 c.3426del p-(Asp1143MetfsTer9) 2 22 1001 COSM1168034

#
a2 * C TET2 11 NM_001127208.3 €.5978G>A p.(Arg1993GIn) 49 528 1070 rs974556421

#124 1 A DNMT3A 20 NM_022552.5 €.2323-1G>A p.? 1 18 1241
C SAMD9 3 NM_017654.4 €.2974T>A p.(Ser992Thr) 46 1178 2559
T 0 e eeR w0 seoses  catssoT  poiSle) a7 dowr  aa 7 asselssoo
#126 2 A DNMT3A 22 NM_022552.5 €.2597+42T>G p.? 2 34 1605 COSM53099
A TET2 3 NM_001127208.3 €.1157dup p.(Phe387ValfsTer3) 1 24 1984
Tmy A eeNiD 6 NMOOseXod  cdelseT  plehwsste) 2 s wsy
A TET2 3 NM_001127208.3 c.822del p.(Asn275lefsTer18) 1 53 4374 COsSm43437 rs777145283
A TET2 3 NM_001127208.3 c.1388del p.(Pro463LeufsTer23) 9 252 2930 COSM7314904
A TET2 5 NM_001127208.3 €.3594+42T>C p.? 6 73 1293
A TET2 8 NM_001127208.3 €.3965T>A p.(Leu1322GIn) 30 501 1681 COSM211728 rs551797762
#128 8 A TET2 9 NM_001127208.3 €.4076G>A p.(Arg1359His) 2 40 2292 COSM42055 rs775677220
A TP53 6 NM_001126112.3 c.658del p.(Tyr220MetfsTer27) 3 42 1627 COSM6008894
A PPM1D 6 NM_003620.4 €.1654C>T p.(Arg552Ter) 0.9 21 2253 COSM982226 rs779070661
A SRSF2 1 NM_003016.4 €.284C>A p.(Pro95His) 21 296 1414 COSM211029,COSM211504  rs751713049
C DDX41 6 NM_016222.4 C.465G>A p.(Met155Ile) 48 692 1442 rs199697328
Tmae o0 e o NMoom2a3  e20006  pwerse] 47 1200 2535 coovssolz1  1s144933028
A DNMT3A 18 NM_022552.5 c.2115del p.(Ile705MetfsTer74) 8 179 2148
#130 3 A ASXL2 12 NM_018263.6 €.1966_1979del p.(Thr656GInfsTer46) 1 21 1731
A JAK2 13 NM_004972.4 c.1711G>A p.(Gly571Ser) 40 458 1146 COSM29107 rs139504737
Tmsi o e Rl i NMOOR6S3  ewmiGT  pllewsyibhel 45 ae0  dos7 T issessis
B TET2 3 NM_001127208.3 ©.3313A5G p.(Ile1105Val) 3 99 3785
#132 3 C TERT 2 NM_198253.3 €.550G>A p-(Ala184Thr) 47 1701 3658 COSM6430578 rs773758089
A IKZF1 5 NM_006060.6 c.476A>G p-(Asn159Ser) 1 55 4549 COSM5487593 rs374333820

NM_033360.4 c.38G>A .(Gly13Asp) 40 3294 COSM532 rs112445441

>
3
'

134 ZRSR2 11 NM_005089.4 €.1030A>G p-(Arg344Gly) 42 3296 COSM6023688

e
®

p— 1 DNMT3A 15 NM_175629.2 €17026>C p.(Gly568Arg) 1 21 1643
c ASKLL 13 NM_015338.6 €.3863G>A p.(Gly1288Asp) 4 76 1825 COSM1155720
Ty w AT onwma ar WMsessa  eawedec 0 pr 1w e
[ MPL 9 NM_005373.3 €.1432T>A p.(Sera78Thr) 49 526 1078 15781129632
o 8 A DNMT3A 12 NM_175629.2 €.14302A56 p.? 1 30 2517
A P53 6 NM_000546.6 C.646G>A p.(Val216Met) 1 26 2318 COSM10667 15730882025
A NM_000546.6 c.358A5G p.(Lys120Glu) COsM44827 15121912658

#140

o

NM_021140.4 €.3836G>A p.(Arg1279GlIn) COSM1468072

>

NM_175629.2 p.(Gly707Ser) COSM7409654

#142
DNMT3A 17 NM_175629.2 €.1979A>G p.(Tyr660Cys) 1 35 3138 COSM256036 rs767552800

>

#144 1 A DNMT3A 23 NM_175629.2 €.2645G>A p.(Arg882His) 2 26 1575 COSM52944 15147001633
A DNMT3A 7 NM_175629.2 c.811dup p.(Asp271GlyfsTer10) 4 40 891

s 2 A TET2 3 NM_001127208.3 c.822del p.(Asn275llefsTer18) 5 141 2850 cosm43437 15777145283
c TET2 1 NM_001127208.3 €.5374C>T p.(His1792Tyr) 47 1425 3038 COSM4383965
c NM_181552.4 €.2498G>A p.(Arg833Lys)

#149 0 C KDM6A NM_021140.4 c.48_50dup p.(Ala17dup) 45 200 443

* Only variants classified as A or B are retained as CHIP in the study.
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Supplementary Figures

A B
100~
80
80+ 9
|5 a &
- - X
3 8%
4 an 0
S 404 o<
o 72 654
= 5,5_
204 w3
2 60
S
o
0- P 2y 55 : . . '
N o\o N\ » N} N
o Q R R O
< N -
4 )

Age (years)

Figure S1. Prevalence of mutations according to a VAF threshold of 1%

(A) CHIP prevalence in our cohort using a VAF threshold of 1%. (B) CHIP prevalence in our cohort
using a VAF threshold of 1% depending on the age of the patients.
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Figure S2. Characteristics of detected mutations

(A) Proportions of pathways mutated in our cohort. DNA methylation group: DNMT3A and TET2; DNA
repair group: TP53 and PPMDI; histones modifications group: ASXLI, ASXL2, BCOR, BCORLI and
SETBI; spliceosome complex group: SRSF2, SF3BI, ZRSF2 and U2AFI; signaling pathways group:
CBL,GNBI,GNAS, JAK2 and KRAS and cohesin complex group: STAG2, RAD21,SMC3 and SMCIA.
The other genes category includes: GATA2, IKZF 1, NFE2, PHF6,SAMD9, SAMDYL, SH2B3. (B) Type
of mutations identified. Truncating variant groups stop gain and frameshift mutations and the other
category includes stop loss and non-frameshift mutations. (C) Type of mutations according to mutated
genes. (D) Type of single nucleotide base-pair changes.
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Figure S3. Prevalence of mutations according to the global VAF of multiple clones
(A) CHIP prevalence in our cohort considering the sum of the VAF of all mutations detected in a single

patient. (B) CHIP prevalence in our cohort using the sum of the VAF of all mutations detected in a
single patient depending on the age of the patients.
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Figure S4. Correlation between CHIP status and inflammation

hsCRP level according to the presence of (A) mutations with VAF of 1% (Non-CHIP (n=21), CHIP 1%
(n=45)) or (B) with global VAF (sum of all clones) of 2%. Statistical tests were performed using
D’Agostino and Pearson normality test or Shapiro-Wilk normality test (no normality) and Mann-
Whitney test (*p=0,0232 Non-CHIP (n=28) vs CHIP total clones 2% ((n=38)). (C) hsCRP level
according to global VAF per patient. Statistical test performed was Kruskal-Wallis test Multiple
comparisons (**p=0.0075 CHIP 1-2% (n=7) vs CHIP >10% (n=17), Non-CHIP (n=21), CHIP 2-10%
(n=21)). (D) hsCRP level according to the type of mutation with global VAF >2%. Statistical test
performed was Kruskal-Wallis test Multiple comparisons (*p=0.0376 Non-CHIP (n=28) vs
DNMT3A/TET? total clones 2% (n=28), Other CHIP total clones 2% (n=9)). hsCRP level according to
VAF of the higher clone DNMT3A or TET2 per patient (E) or global VAF (F, sum of DNMT3A and
TET?2 clones). Statistical test performed was Kruskal-Wallis test Multiple comparisons (*p=0.0282
DNMT3A/TET2 1-2% 0=8) vs DNMT3A/TET2 2-10% (n=19), Non-DNMT3A/TET2 (n=31),
DNMT3A/TET2 =10% (n=8) and p=0.0141 DNMT3A/TET2 1-2% (n=7) vs DNMT3A/TET2 =10%
(n=10), Non DNMT3A/TET2 (n=31), DNMT3A/TET2 2-10% (n=18)).
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Figure S5. Association between CHIP status and recurrence of cardiovascular event

(A) Prevalence of recurrence of cardiovascular event according to the number of mutations per patients
with VAF >1% (Patients with 1 mutation 1% (n=28), patients with more than 1 mutation 1% (n=35)).
(B) Prevalence of recurrence of cardiovascular event in patients carrying CHIP with VAF of 1% (Non-
CHIP (n=30), CHIP 1% (n=63)) and (C) with global VAF (sum of all clones) of 2% (Non-CHIP (n=41),
CHIP total clones 2% (n=52)). (D) Prevalence of recurrence of cardiovascular event according to VAF
of the higher clone per patient (Non-CHIP (n=30), CHIP 1-2% (n=12), CHIP 2-10% (n= 31), CHIP

>10% (n=20)). Statistical tests were performed using Chi-square test.
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DISCUSSION

Dans ce travail, nous avons recherché chez 106 sujets de plus de 75 ans ayant fait un premier
évenement cardiovasculaire la présence d’une CHIP, que nous avons corrélée a I’existence d’une

inflammation de bas grade et au volume athéromateux carotidien des patients.

Il convient de noter que parmi les sujets inclus dans I’étude, certains présentent une NFS
subnormale avec cytopénies modérées. En absence d’examen cytologique et cytogénétique de la moelle
osseuse, nous ne pouvons pas exclure qu’il puisse s’agir d’'un SDM débutant chez des sujets agés.
D’autant plus que chez les patients atteints de SMD (hémopathies au cours desquelles des mutations
similaires a celles identifiées dans les CHIP sont retrouvées), une augmentation de la mortalité par ECV
a été mise en évidence, (130) notamment dans les cas de SMD de bas risque (survie > 5 ans) ol un taux
de CRP élevé serait associé a un mauvais pronostic. (131) Néanmoins, pour chacun de ces patients, les
anomalies de NFS pouvaient étre liées a des facteurs confondants, tenant a I’événement cardiovasculaire
lui-méme, ou I’existence de comorbidités (carences et insuffisance rénale notamment). Par ailleurs, nous
n’avons noté aucune relation entre I’existence d’anomalie de la NFS et la mise en évidence d’une

mutation.

La prévalence des CHIP identifiées dans notre étude (68% avec une VAF >1% et 55% avec une
VAF >2%) est supérieure a celle retrouvée dans la plupart des publications. En effet, les premieres
études sur le sujet estimaient une prévalence de 10-20% de CHIP apres 75 ans. (10,11) Cependant, ces
études utilisaient des techniques de WES moins sensibles que le séquencage ciblé restreint a un panel
de geénes que nous avons utilisé. Dans une étude récente, basée sur des volontaires sains de plus de 50
ans, Guermouche et al ont identifié par séquencage ciblé, 40% de CHIP au seuil de 1% (23% au seuil
de 2%). (132) De méme, dans la population générale et pour une VAF de 2%, Buscarlet et al observaient
une CHIP chez 24,5% des patients de plus de 80 ans et Cook et al, chez 23,1% des plus de 65 ans.
(100,127) De maniere surprenante, dans une cohorte de sujets dgés de plus de 70 ans, Busque et al,
n’observaient aucune différence dans la fréquence des CHIP que les sujets aient un antécédent de
maladie coronaire ou non (21,1% vs 25,3%). (98) Enfin, dans des cohortes de sujets atteints de
pathologies cardiovasculaires, Dorsheimer et al et Arends et al, mettaient en évidence une CHIP,
respectivement, chez seulement 27,9% et 33% des sujets de plus de 70 ans. (15,82) Cependant, une
étude récente sur une cohorte de sujets atteints d’insuffisance cardiaque a identifié avec un seuil de VAF
a 2%, une fréquence de CHIP de 46% proche de celle que nous avons mise en évidence dans notre étude.
(101)
Comme décrit dans la littérature, nous constatons une augmentation de la prévalence des CHIP avec

I’age pour un seuil de VAF a 2%. Cependant, nous ne retrouvons pas d’augmentation avec 1’age de la
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proportion des sujets porteurs d’une mutation avec une VAF =5% ou >10%, suggérant qu’il n’existe

pas de relation évidente entre 1’Age du patient et la taille du clone (Figure 25).
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Figure 25 : Prévalence des CHIP selon I’dge du patient et la taille du clone

Prévalence des CHIP dans notre cohorte en utilisant un seuil de VAF (VAF du plus gros clone par patient) a 1%,
2%, 5% et 10% et en fonction de 1’dge des patients.

En ce qui concerne les cas de mutations ponctuelles, la principale substitution retrouvée est une
transition C>T, caractéristique du phénomene lié a I’age de désamination spontanée de 5-methylcytosine

en thymine au niveau des dinucléotides CpG. (10)

Les mutations identifiées dans notre étude intéressent un nombre restreint de génes. En effet, le
total des 146 mutations retrouvées dans notre cohorte a été identifié¢ dans seulement 25 genes. Les deux
principaux genes identifiés dans notre étude sont, comme attendu (Figure 2), DNMT3A et TET2,
représentant a eux deux 58,2% des mutations. Conformément a ce qui est décrit dans le cas des CHIP,
(11) la majorité des mutations que nous avons retrouvées sont des mutations de type faux sens (52,7%),
34,2% des mutations identifiées aboutissent a des protéines tronquées et de maniere surprenante nous
retrouvons 11% de mutations situées dans les sites d’épissage a 1 ou 2 bases de I’exon. Nous n’avons
identifié ce dernier type de mutation que dans les genes DNMT3A et TET2. Notre expérience au CHU
de Bordeaux, montre que dans le cas d’hémopathies malignes myéloides, les mutations au niveau des
sites d’épissage de ces genes ne sont retrouvées que dans 3,2% des cas. Méme si la fréquence de ces
mutations est ici inhabituellement élevée, elles ne semblent pas €tre associées a un niveau

d’inflammation basal supérieur (Figure 26).
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Figure 26 : Niveau de hsCRP selon le type de mutation

Niveau de hsCRP selon la présence d’une mutation de DNMT3A, TET2 ou de mutations aux sites d’épissage
(splice-site variant) avec une VAF >2%. Le test statistique effectué est le test de comparaisons multiples de
Kruskal-Wallis (DNMT3A (n=19), Splice-site DNMT3A variant (n=3), TET2 (n=10), Splice-site TET2 variant

(n=2)).

Alors que la grande majorité des mutations impliquant DNMT3A identifiées au cours des
hémopathies malignes concerne 1’arginine en position 882 (R882), des mutations non-R882 ont été
fréquemment identifiées dans le cas de CHIP. En effet, dans ce contexte, moins de 10% des mutations
de DNMT3A affectent le résidu R882. (133) Dans notre cohorte, seules 3 mutations sur 1’arginine en
position 882 ont été identifiées soit 5,5% de I’ensemble des mutations de DNMT3A. Une des hypotheses
serait qu'une mutation de DNMT3A confere un avantage a la cellule mutée mais que le risque de
progression en hémopathie maligne est plutdt associé a la présence d’une mutation R882.
(10,11,16,18,127)

Nous ne retrouvons par ailleurs que 37,7% de mutations sur le gene DNMT3A soit moins que ce qui est
décrit dans la littérature. A contrario, nous identifions 20,5% de mutations sur le géne TET?2 ce qui est
supérieur a ce qui est rapporté dans les principales cohortes de CHIP (Figure 2). Ceci est contradictoire
avec I’étude de Busque et al qui releve plus de mutations de TET2 parmi les sujets sans antécédents que
parmi ceux avec antécédents de maladie coronaire. (98) Il conviendra de noter que notre cohorte
regroupe des sujets plus agés. Or, les clones mutés TET2 semblent présenter un plus grand avantage
prolifératif que ceux mutés pour DNMT3A (augmentation annuelle de la VAF de 3,95% en cas de
mutation de DNMT3A versus 9,98% en cas de mutation de TET2). (127) De ce fait, avec I’age on observe
une augmentation de la proportion de mutations de TET2 et une diminution de la proportion de mutations
de DNMT3A parmi les patients porteurs de CHIP. (134,135) De plus, en cohérence avec nos résultats,
une étude récente a révélé que les mutations de TET2 (comme ASXLI) seraient plus & risque de
progression vers une insuffisance cardiaque que les mutations de DNMT3A. (136) Ainsi, les mutations
de TET?2 pourraient contribuer davantage a 1’apparition d’un ECV d’ou la fréquence élevée de détection

de cette mutation dans notre étude.
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Nous n’avons identifié que 6 mutations de ASXL/ dans notre cohorte. Dans 33% des cas (2/6), il
s’agissait de la mutation c.1934dup qui est celle la plus fréquemment identifiée dans les cas
d’hémopathies malignes. La prévalence de cette mutation est treés variable selon les études de la
littérature (Annexes Tableau S1). D’un point de vue technique, cette mutation consiste en I’insertion
d’une guanine apres un homopolymere de 8 guanines. Or certaines technologies de séquencgage détectent
mal les mutations dans ce type de région. Nous avons cependant utilisé la technologie Illumina qui ne
pose pas ce probleme. Les mutations d’ASXL/ seraient particulierement retrouvées chez les fumeurs et
ex-fumeurs. (137) Dans notre cohorte, seuls 3 sujets sont fumeurs actuels: 1 ne présente pas de
mutation, 1 présente une mutation de ASXL/ avec une VAF de 18% et 1 présente une mutation de CBL
avec une VAF de 1%.

A T'inverse, la fréquence des mutations de TP53 et PPM 1D est étonnement élevée (16,4% de I’ensemble
des mutations identifiées) au sein d’une cohorte de sujets a priori sans antécédents de chimiothérapie ou
radiothérapie. L’exposition a des génotoxiques autres, non relevés lors de l’interrogatoire, joue
potentiellement un rdle dans cette constatation. Les mutations de TP53 sont majoritairement de type
faux-sens et celles de PPMID exclusivement tronquantes conformément a ce qui est décrit dans le cas
des hémopathies malignes. PPM1D est souvent associé a d’autres genes mutés, notamment DNMT3A
(n=4) ou ASXLI (n=2) et TP53 (n=2). Ceci est également vrai pour 7P53 et concordant avec le contexte
d’instabilité génomique dans lequel apparaissent les mutations dans ces genes.

Des mutations touchant des genes impliqués dans le complexe du splicéosome ont été trouvées dans
6,8% des cas au niveau des points chauds mutationnels habituels. Certaines études suggerent que les
mutations touchant les génes SRSF2 et SF3BI dans des contextes d’hématopoiese clonale ne seraient
retrouvées que chez les sujets agés de plus de 70 ans. (134)

Les mutations au niveau du complexe de la cohésine (genes STAG2, RAD21,SMC3,SMC1A) sont rares
(0,7% des cas). De la méme fagon, nous n’avons identifié¢ que peu de mutations de CBL (n=5, mutations
faux sens qui sont le type de mutation majoritairement trouvé dans les hémopathies malignes), GNB1
(n=1, mutation au niveau du point chaud mutationnel décrit dans les hémopathies malignes) et GNAS
(n=0).

Un patient a été exclu du fait de la présence d’un clone JAK2V617F (VAF=26%) avec thrombocytose.
Un autre patient présentait un clone JAK2V617F avec une VAF de 1% et une NFS normale sans notion
d’anomalie splénique ni de thrombose digestive. Celui-ci n’a pas été exclu, car comme évoqué
précédemment, un seuil de 2% peut étre retenu pour associer des mutations JAK2V617F a une malignité.
(67) On peut cependant difficilement parler de CHIP dans ce contexte. En effet, méme si la présence
d’un clone JAK2V617F de petite taille semble étre associée a une augmentation du risque de maladie
vasculaire et a une élévation des taux plasmatiques d’IL1[3, (138) la présence d’une mutation
JAK2V617F est, de manicre générale, associée a risque d’ECV 12 fois plus élevé, (78) remettant en

cause la notion de mutation de « potentiel indéterminé » dans ce cas.
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Enfin, aucune mutation au niveau des genes IDHI ou IDH2 n’a été identifiée. Il a pourtant été montré,
chez des patients atteints de LAM mutées pour /DHI, une augmentation de prévalence des maladies
coronaires avec déclin de la fonction cardiaque. (139)

A I’heure actuelle, la liste des mutations compatibles avec la définition de CHIP ne comprend que des
mutations ponctuelles ou de petites insertions/délétions dans des genes impliqués dans les hémopathies
myéloides. Il est donc légitime de se demander ce qu’il en est des autres types de mutations. Ainsi, la
présence d’une hématopoiese clonale liée a des mutations dans des genes « non drivers » ou a de larges
altérations chromosomiques semblerait également augmenter avec 1’dge et étre associée a une
surmortalité. (125,140-142) Cependant, leur lien avec les pathologies cardiovasculaires reste peu étudié.
Le fait que certains génes, comme DNMT3A et TET2, soient surreprésentés dans les cohortes de CHIP,
soutient 1’idée que les différentes mutations pourraient apparaitre a des stades différents de
différentiation. Ainsi, les mutations de DNMT3A apparaitraient a un stade CSH trés précoce alors que
celles de TET?2 apparaitraient a un stade un peu plus engagé d’ou un biais de différentiation myéloide
observé dans les cellules portant cette mutation. Dans ce contexte, les mutations de JAK2 apparaitraient
a un stade encore plus tardif dans des cellules non douées de capacité d’autorenouvellement. En effet,
les mutations de JAK2 amplifient I’hématopoiese a un stade tardif par opposition a TET2 qui amplifie
I’hématopoiese a un stade précoce. Ainsi, sur modele murin, une meilleure prise de greffe a été observée
avec des cellules humaines TET2 mutées qu’avec des cellules JAK2 mutées suggérant un avantage
d’autorenouvellement des cellules TET2 mutées comparé aux cellules JAK2 mutées. (7) Cela pourrait
laisser supposer que l’apparition d’une mutation de JAK2 dans une cellule non douée de capacité
d’autorenouvellement peut entrainer 1’apparition d’une « CHIP » JAK? transitoire (71) disparaissant a
la faveur de la sélection d’un clone présentant une mutation lui conférant un avantage
d’autorenouvellement. Dans ce cas, cela serait également vrai pour CBL, GNAS et GNBI car de la méme
facon, il s’agit de genes impliqués dans les voies de signalisation intracellulaire. Ceci serait concordant
avec le fait que les mutations dans ces genes sont rarement retrouvées dans les contextes de CHIP par
opposition aux mutations affectant des régulateurs épigénétiques. A noter que CBL étant impliqué dans
la voie Ras, les mutations touchant ce géne devraient étre plutot rapprochées de celles touchant d’autres
genes comme PTPNII, NRAS et KRAS. Dans notre cohorte, ces 4 mutations représentent 3,4% de
I’ensemble des mutations identifiées.

Les mutations associées aux CHIP touchant principalement des genes impliqués dans la méthylation de
I’ADN, des auteurs se sont intéressés au lien entre CHIP et étude la méthylation de I’ADN. En effet la
méthylation des dinucléotides CpG étant age-dépendant, la quantification des ADN méthylés est
prédictif de 1’age biologique (concept « d’epigenetic clock »). Ainsi, il a été montré que les CHIP sont
associées a une augmentation de 1’age épigénétique et que chez des sujets de plus de 70 ans ayant fait
un premier ECV, les personnes ayant une CHIP associée a une augmentation de 1’age épigénétique ont
un risque encore plus élevé d’ECV. (143,144) Selon les auteurs, 1’dge épigénétique serait plus

discriminant que la CRP parmi les sujets porteurs de CHIP pour prédire le risque d’ECV.
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Plus de la moitié des sujets de notre cohorte présentent 2 mutations ou plus avec une VAF >1%.
Chez un méme patient, nous avons détecté jusqu’a 8 variants sans aucun critere d’hémopathie maligne.
Cependant, en absence de suivi a long terme, nous ne pouvons pas exclure que cela puisse correspondre
a un stade précoce d’hémopathie maligne. Ce taux de « clones multiples » est supérieur a ce qui a été
précédemment rapporté dans la littérature. En effet, la plupart du temps, une seule mutation est détectée
chez les patients dans un contexte de CHIP. (10,11) Les études plus récentes dans la population générale
rapportent une fréquence de mutations multiples chez un méme patient de 14 a 26%, (98,127,132) et
seulement 28,1% dans I’étude de Arends et al alors méme que celle-ci a été réalisée chez des patients a
risque hospitalisés en cardiologie. (15) Le nombre de mutations par patient semble cependant étre
corrélé avec 1’age, (11,15) or nous n’avons sélectionné que des sujets de plus de 75 ans ce qui pourrait
expliquer en partie cette constatation. De plus, il a récemment ét€ montré que 1’athérosclérose augmente
le risque d’apparition de mutations somatiques au sein des CSH pouvant expliquer que les sujets ayant
fait un IDM présentent plus fréquemment une CHIP et notamment plus fréquemment de multiples
mutations. (118) Une autre raison pourrait étre la sensibilité de notre technique de séquencage
permettant la détection de mutations avec une VAF de 1%. Ainsi, 49% (22/45) des mutations
additionnelles ont une VAF comprise entre 1 et 2%. Dans ce contexte et considérant que différentes
mutations pouvaient conférer des propriétés similaires aux cellules hématopoiétiques, nous avons décidé
d’additionner les VAF de I’ensemble des mutations chez un méme patient afin de réaliser des études de
corrélation. En effet, méme si nous n’en n’avons pas la preuve absolue, car ceci nécessiterait des études
a I’échelon unicellulaire, il est possible que les différentes mutations ne soient pas retrouvées dans les
mémes clones et ne prendre en compte les charges alléliques qu’individuellement sous estimerait la
taille du clone global chez un individu.
Conformément a ce qui est rapporté dans la littérature, (15,127) les principaux genes retrouvés mutés
en association chez un méme patient sont DNMT3A/DNMT3A (n=11), DNMT3A/TET2 (n=6) et
TET2/TET2 (n=5). Dans I’étude de Arends et al, les patients mutés TET2 ont tendance a présenter plus
de multiples mutations que ceux mutés pour DNMT3A. Dans notre cohorte, parmi les patients mutés
TET2, 63,6% (14/22) ont plusieurs mutations et parmi les patients mutés DNMT3A, 61% (25/41) ont

plusieurs mutations.

L’éveénement cardiovasculaire lui-méme pouvant €tre un facteur confondant sur le niveau
d’inflammation systémique, nous avons évalué le taux de CRP chez les patients a une distance de deux
a sept mois apres I’éveénement. En effet, ce délai est suffisant pour revenir a un niveau d’inflammation
« basal ». (145)

Comme montré par Busque et al, (98) nous rapportons un taux de CRP significativement plus élevé
chez les sujets porteurs d’une mutation avec une VAF >2% ainsi qu’un niveau d’inflammation a I’état
basal corrélé a la taille du clone. De méme, nous observons une tendance a une plus grande proportion

de patients présentant un taux de hsCRP >2mg/L chez les porteurs de CHIP que chez les non porteurs.
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Parce que ce seuil a été défini comme un marqueur de mauvais pronostic dans les contextes de
pathologies cardiovasculaires, (146) ces résultats soutiennent I’idée que les CHIP augmentent le risque
d’ECV via I’induction d’un état inflammatoire chronique.

De plus, le seuil de VAF a 2% définissant une CHIP ne serait donc pas uniquement un seuil technique
mais il serait également un seuil a utiliser en pratique pour définir I’'impact pronostic de la détection
d’une mutation. Ainsi, Pascual-Figal et al ne montrent pas d’impact de la présence de mutations
DNMT3A ou TET?2 avec une VAF comprise entre 1 et 2% sur I’évolution de sujets atteints d’insuffisance
cardiaque. (101) Cependant, certains auteurs ont montré que méme des clones de petites tailles
pouvaient étre associés a un mauvais pronostic cardiovasculaire. (147) Ainsi, chez 419 sujets atteints
d’insuffisance cardiaque chronique, Assmus et al, ont montré que la présence d’une mutation de
DNMT3A au seuil de 1,15% et/ou TET2 au seuil de 0,73% était déja associée a une augmentation de la
mortalité. (148)

Cependant, si I’impact pronostic des « petits clones » reste controversé, leur association chez
un méme patient pourrait étre tout autre. La présence de plusieurs mutations semble étre associée a un
risque plus élevé de pathologies artérielles périphériques ainsi qu’a une augmentation de la mortalité
chez les sujets atteints d’insuffisance cardiaque. (15,149) Nous ne retrouvons pas d’augmentation du
taux de récurrence d’ECV en cas de multiples mutations chez un méme patient (14% si plus de 1
mutation vs 11% si une seule). Cependant, nous constatons de maniere significative, une élévation du
niveau d’inflammation basal. Ceci est concordant avec I’étude de Cook et al qui rapportaient un taux
d’IL6 plus élevé chez les individus portant plusieurs mutations. (100) Deux patients présentent plusieurs
« petits clones » avec des VAF de 1% (un patient présente 2 mutations de 7P53 et 1 mutation de
DMNT3A soit une VAF globale de 3% et ’autre patient présente 2 mutations de DNMT3A soit une VAF
globale de 2%). Chez ces patients, les taux de CRP sont respectivement de 3 et 8mg/L. correspondant a
une inflammation basale comparable aux porteurs de CHIP >2% (médiane 2.7 [1,25-6] mg/L) et laissant
suggérer que les clones de petite taille ont une relevance clinique des lors qu’ils permettent d’obtenir
une proportion de cellules mutées >4% (VAF globale >2%). Ceci devra cependant étre vérifié sur un
nombre plus important de patients. Néanmoins, I’impact pronostic de 1’association de plusieurs « petits
clones » a déja été évoqué par Cremer et al. Dans leur étude, les auteurs rapportent une augmentation
de la mortalité chez des sujets atteints d’insuffisance cardiaque des lors que la VAF globale chez un
individu dépasse les 3%. (149) Nous retrouvons également un risque de récurrence de I’ECV trois fois
supérieur en cas de VAF globale >2% chez un sujet associé a une augmentation significative du taux
de CRP. Il conviendra cependant de noter que conformément a ce qui avait été rapporté par Buscarlet et
al, (127) la VAF du plus gros clone par patient augmente avec le nombre de mutation chez un méme
patient, ce qui rend difficile I’interprétation de nos résultats. L’effectif de la cohorte est, de plus, trop
limité pour nous permettre de déterminer I'impact des clones additionnels par des régressions

logistiques.
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De la méme facon que dans les hémopathies malignes toutes les mutations n’ont pas le méme
impact pronostic, les différentes mutations identifiées dans le cas de CHIP pourraient ne pas avoir les
mémes conséquences. Nous observons en effet, un niveau d’inflammation a I’état basal supérieur chez
les patients porteurs de mutations DNMT3A ou TET2 par rapport a ceux présentant une mutation dans
d’autres genes. Un effet différentiel sur le profil inflammatoire dépendant du gene muté ayant déja été
suggéré précédemment. (99) Dans I’étude CANTOS et au contraire de la population générale, chez les
patients sélectionnés pour présenter une augmentation de la CRP, la prévalence de CHIP TET?2 est plus
importante que celle de CHIP DNMT3A. (105) Dans notre étude, nous ne retrouvons pas de différence
marquée entre le taux de CRP associé a la présence d’une mutation de TET2 et celui associé a une
mutation de DNMT3A (3,6 mg/L [1-7,45] vs 3 mg/L [2-7], p=0.63, Figure 27). Par ailleurs, chez des
patients atteints d’insuffisance cardiaque, la présence d’une CHIP TET2 était associée a une
augmentation du taux de leucocytes. (150) L’association entre présence de CHIP et variation des
parametres sanguins est variable dans la littérature. (101,127) Dans notre étude, nous rapportons, chez
les patients porteurs d’'une CHIP DNMT3A et/ou TET2, une tendance a une augmentation du taux de

leucocytes et de polynucléaires neutrophiles notamment pour des VAF >5%, suggérant I’impact de ces

mutations sur le profil inflammatoire.
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Figure 27 : Niveau de hsCRP selon le géne muté et la taille du clone

A. Niveau de hsCRP selon la présence d’une mutation de DNMT3A ou de TET2 avec une VAF >2%. L’absence
de normalité a été vérifiée par les tests d’Agostino and Person ou de Shapiro-Wilk. Le test statistique effectué est
le test de Mann-Whitney (DNMT3A (n=19), TET2 (n=10)). B. Niveau de hsCRP selon la VAF (VAF du plus gros
clone par patient) de la mutation TET?2. Le test statistique effectué est le test de comparaisons multiples de Kruskal-
Wallis (TET2 1-2% (n=3), TET2 2-10% (n=38), TET2 =210% (n=2)). C. Niveau de hsCRP selon la VAF (VAF du
plus gros clone par patient) de la mutation DNMT3A. Le test statistique effectué est le test de comparaisons
multiples de Kruskal-Wallis (*p=0,0419 DNMT3A 1-2% (n=7) vs DNMT3A 2-10% (n=13), DNMT3A =10%

(n=6)).

Des études sur de plus larges cohortes seraient nécessaires pour déterminer 1’effet de mutations
impliquant les autres genes (non TET2 et non DNMT3A) sur le profil inflammatoire et les complications
cardiovasculaires. Le mécanisme par lequel les mutations d’ASXL]/ pourraient promouvoir
I’inflammation et I’athérosclérose est peu étudié dans la littérature et aucune étude in vivo n’a été publiée

a ce jour. Récemment des modeles murins ont permis de montrer un lien entre une CHIP PPMID et une
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augmentation du remodelage cardiaque. Les macrophages mutés pour PPMID présentaient un profil
inflammatoire caractérisé par 1’augmentation de la sécrétion d’IL1P et d’IL18, et I’utilisation d’un
inhibiteur de NLRP3 permettait de reverser le phénotype chez la souris. (151) En ce qui concerne TP53,
il a été montré une association entre une hématopoiese clonale 7P53 et une augmentation de la toxicité
cardiaque d’un traitement de chimiothérapie par doxorubicine liée a une augmentation de I’infiltration
de polynucléaires neutrophiles activés au niveau du cceur. (152) Ces constatations suggerent

I’implication de ces genes dans les contextes de pathologies cardiovasculaires.

Nous ne montrons pas de corrélation entre la présence d’une CHIP et une augmentation de la
sténose carotidienne dans notre étude. Cela est possiblement du au faible nombre de patients chez qui
cet examen a pu étre réalisé et une étude sur une plus large cohorte semble donc nécessaire pour
confirmer ces résultats. Il conviendra également de noter que 1’ensemble des patients de notre étude
ayant fait un ECV, il pourrait étre intéressant de comparer le volume athéromateux carotidien chez des
patients n’ayant pas encore fait d’ECV afin d’éviter tout élément de confusion. Dans leur étude, Jaiswal
et al avaient en effet montré une calcification artérielle plus importante chez les sujets porteurs de CHIP

par rapport aux sujets sains. (78)

Une question persiste, la présence d’une CHIP constitue-t-elle un FDR CV indépendant ou
potentialise-t-elle le risque d’ECV chez des sujets avec FDR CV traditionnels ? Certaines études ne
mettent pas en évidence d’association entre CHIP et autres FDR CV. (136,149) D’autres, mettent en
évidence que les patients avec une hématopoiese clonale ont tendance a avoir plus de diabete,
(10,100,153) a étre fumeur, (11,117) a avoir un moins bon régime alimentaire, (154) ou encore a avoir
un indice de masse corporelle (IMC) plus élevé. (117) Dans notre cohorte, les sujets porteurs de CHIP
tendent a présenter moins fréquemment un diabete et leur taux d’hémoglobine glyquée (HbA1), reflet
de la glycémie des 3 derniers mois, est significativement plus bas. Ce résultat est inattendu du fait de la
démonstration dans des modeles murins que les CHIP TET2 pourraient favoriser un état
d’insulinorésistance. (155) Cependant, ne nous retrouvons pas de différence significative dans la
proportion de sujets présentant plus de 2 FDR CV traditionnels entre les porteurs et les non porteurs de
CHIP. Ainsi, bien que les CHIP puissent constituer un FDR CV indépendant, elles ne semblent pas
suffisantes pour remplacer certains facteurs de risque traditionnels dans le déclenchement d’ECV. La

encore, ces résultats devront €tre vérifiés sur un nombre plus important de patients.

De maniere tres intéressante, la présence CHIP est associée a augmentation du taux de
récurrence d’ECV (notamment chez les patients présentant une mutation de DNMT3A ou TET2 avec
une VAF supérieure a 5%). Ainsi cela pourrait suggérer une place pour la recherche de CHIP dans le

cadre de la prévention secondaire d’ECV.
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En pratique, I’intérét de rechercher une CHIP dans la population générale en systématique peut &tre
remis en cause du fait du risque tres rare d’évolution vers une hémopathie maligne. Cependant, la
présence d’'une CHIP chez un individu avant I’introduction d’une chimiothérapie, augmente le risque
d’hémopathies secondaires a un traitement. (156) De méme, I’impact pronostic de la présence de CHIP
dans le cadre d’une autogreffe souleéve la question de ’intérét de rechercher une CHIP avant de prendre
une décision thérapeutique chez ces patients. Enfin, la présence d’une hématopoiese clonale 7P53
pouvant favoriser la toxicité cardiaque de certaines chimiothérapies, la recherche de CHIP pourrait étre
envisagée en amont chez les patients en cancérologie afin de mieux prévenir cette cardiotoxicité.

Dans le cadre des pathologies cardiovasculaires, 1’intérét semble bien plus évident. En effet, des moyens
de prévention existent et prévenir les ECV permettrait de réduire les colits qui leur sont associés. Il
s’agirait alors de mettre en place des mesures hygiéno-diététiques, d’augmenter le suivi des patients voir
de cibler I’inflammation comme il a été suggéré via ’utilisation d’inhibiteur d’IL1{ ou d’inhibiteur de
NLRP3. (104,107) Cibler I’IL6 pourrait également étre une piste thérapeutique du fait de la constatation
chez les porteurs de CHIP que la présence d’une mutation du récepteur a IL6 attenue le risque d’ECV.
(157) Enfin il pourrait s’agir de cibler la cellule mutée et son expansion en utilisant par exemple la
vitamine C capable de restaurer la fonction de TET2. (158)

La recherche de mutations somatiques peut maintenant étre réalisée facilement grace a I’expansion des
techniques de séquengage haut débit. L utilisation de techniques de WGS, WES ou un panel de genes
trop large ne semble pas pertinent dans ce contexte compte tenu du nombre limité de génes identifiés de
maniere récurrente. Ainsi, en réduisant les cofits des techniques de séquengage nécessaires a la détection
des CHIP, cela pourrait permettre a I’avenir d’asseoir la place de cet examen dans la prise en charge des

maladies hématologiques et cardiologiques.

D’autres explorations sont nécessaires pour confirmer le lien entre CHIP, inflammation
systémique et pathologies cardiovasculaires chez ’'Homme.
Outre la CRP, il apparait intéressant d’étudier d’autres cytokines inflammatoires telles que I'TL1[3, I'TL6,
le TNFa, I'IL18 (marqueur de I’inflammation au niveau endothélial) ou encore la cytokine anti-
inflammatoire IL10. (99-101) En effet, les données de la littérature sont contradictoires et la corrélation
entre présence de CHIP et élévation du taux plasmatique de cytokine inflammatoire chez I’Homme n’est
pas toujours retrouvée. (101,159,160) Nous prévoyons donc de réaliser ces dosages a partir des
différents prélevements sanguins obtenus lors de notre étude.
De méme, I’expression du CD16, marqueur de monocytes inflammatoires, pourrait étre étudiée par
cytométrie en flux a la surface des monocytes des sujets porteurs de CHIP. Un autre marqueur, le CD36,
exprimé par les monocytes et macrophages, présente une forte affinité pour le LDL-ox. La fixation du
ligand a son récepteur active la voie NFkB augmentant la transcription de NLRP3 et aboutissant a la
synthése d’IL1{. Ainsi, des monocytes surexprimant le CD36 favoriseraient 1’inflammation a I’origine

du processus d’athérosclérose. (161)
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L’impact de la présence des mutations dans les monocytes et le lien avec profil inflammatoire des
cellules ont été bien étudiés. Cependant, les mutations associées aux CHIP peuvent se retrouver aussi
bien dans des cellules de I'immunité innée que de I'immunité adaptative. Ainsi, les mutations de
DNMT3A sont retrouvées au niveau des lymphocytes T et ont été associées chez ’Homme a une
augmentation de 1’expression de génes impliqués dans la conversion des lymphocytes Treg en d’autres
sous-types lymphocytaires favorisant ainsi le déséquilibre des sous-populations lymphocytaires
infiltrant la plaque d’athérome. (15,162,163) La diminution des lymphocytes Treg pourrait étre associée
a une diminution de la production de la cytokine antiinflammatoire IL.10 chez les sujets porteurs de
CHIP. (87)

Par ailleurs, un élément intéressant pourrait &tre 1’étude de I’impact des CHIP au niveau des
polynucléaires neutrophiles et notamment leurs conséquences sur la production de NETs connus pour

leur réle prothrombotique. (164)

En conclusion, notre étude apparait comme innovante du fait de son caractere prospectif. Ceci
nous a permis d’étudier pour la premiere chez les mémes patients les caractéristiques de I’ECV, les FDR
CV, la présence d’une CHIP avec une technique de séquencage sensible, des marqueurs de
I’inflammation et cela dans un contexte d’athéro-thrombose. La plupart des études publiées a ce jour
concerne des patients atteints d’insuffisance cardiaque et tres peu ont étudié la présence de CHIP chez
des sujets atteints de pathologies athérosclérotiques. A notre connaissance, CHAth est également la
premiere étude évaluant directement la sténose carotidienne chez les porteurs de CHIP, permettant ainsi
de vérifier pour la premiere fois chez ’Homme 1’hypothése d’une inflammation liant les CHIP a
I’athérosclérose. Nous mettons ainsi en évidence une tres forte prévalence de CHIP dans un contexte
d’accident athéro-thrombotique. Nous confirmons également dans ce contexte que la présence d’une
CHIP est associée avec une inflammation basale plus importante, avec un possible impact de la taille du
clone voire du nombre de mutations détectées. Nous ne confirmons cependant pas de relation entre la
présence d’une CHIP et le volume athéromateux carotidien, mais nos données suggerent une possible
relation avec un taux de récurrence d’ECV majoré en présence de CHIP. Des explorations
complémentaires pourront encore €tre réalisées sur cette cohorte afin de mieux comprendre les liens

entre CHIP, inflammation et pathologies cardiovasculaires chez I’Homme.
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Nous avons sélectionné de grandes cohortes (> 100 sujets) et exclu les études présentant un biais li€ a
la sélection de sujets ayant recu un traitement par chimiothérapie, présentant une hémopathie ou
apparentés a des sujets ayant une hémopathie maligne. Les données issues des 15 cohortes ainsi
sélectionnées (Genovese NEJM 2014, Jaiswal NEJM 2014, Xie Nat Com 2014, Acuna AJHG 2017,
Abelson Nature 2018, Jaiswal NEJM 2017, McKerrel Cell 2015, Bick Nature 2020, Buscarlet Blood
2017, Fabre Blood 2020, Zink Blood 2017, Dorheimer JAMA 2019, Van den Akker Blood 2019, Arends
Leukemia 2018, Cook Blood advances 2019) sont présentées dans le tableau S1. Un certain nombre
d’éléments liés a I’hétérogénéité des études ci-dessus doivent €tre pris en compte :

- Selon la technique de séquencage utilisée (WGS, WES, ciblé, techniques ultra-sensibles telles
que ’ECS) la sensibilité de détection des mutations est variable. Les techniques propres a
chacune des études sont rapportées dans le tableau S1.

- Le seuil de VAF retenu n’est pas le méme pour toutes les études et est parfois en dessous du
seuil de 2% définissant une CHIP.

- Les panels de génes retenus dans les différentes études comprennent de fagon générale des genes
impliqués dans les hémopathies myéloides cependant certains génes récurrents dans les CHIP
ne sont parfois pas inclus. Par exemple, PPM 1D est exclu de I’étude d’ Acuna-Hidaldo et al
ainsi que de celle de Cook et al, et TET2 et PPMI1D ne sont également pas recherchés dans
I’étude de McKerrel et al. Enfin, les mutations de PPM 1D n’ont été recherchées que chez 148
des 437 patients de 1’étude d’ Arends et al.

- Selon les études et les techniques utilisées, de potentiels artéfacts techniques sont a prendre en
considération. Par exemple, la mutation d’ASXLI la plus fréquente consiste en I’insertion d’une
guanine apres un stretch de 8 G, or la technologie de séquencage Ion Torrent, utilisée par
Buscarlet et al ou Cook et al, détecte mal les mutations dans les régions d’homopolymere. De
méme, pour 2 cohortes (Genovese NEJM 2014, Jaiswal NEJM 2014) les auteurs rapportent une
mauvaise couverture de la portion de I’exon 12 d’ASXL] portant cette mutation ainsi qu’une
mauvaise couverture de certains exons de TET2. De ce fait, les mutations d’ASXLI et de TET2
sont probablement sous représentées dans ces études.

- Enfin, la plupart des études sus-citées ont été réalisées a partir de sang veineux périphérique.
Seul deux études ont utilisé en partie (Arends et al) ou en totalité (Dorsheimer et al) des
prélevements médullaires pour la recherche de mutations.
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RESUME en francais :

L'hématopoiese clonale de potentiel indéterminé (CHIP) est caractérisée par l'acquisition de mutations
au sein de cellules hématopoiétiques en absence de toute hémopathie maligne. Chez la souris, cette
condition semble favoriser les pathologies cardiaques par I’induction d’un état inflammatoire chronique.
Le but de notre étude était d'évaluer chez I’Homme I'impact de la présence d’une CHIP sur
l'inflammation et l'athérosclérose a partir d’'une population de patients 4gés d’au moins 75 ans et
souffrant d'un premier infarctus du myocarde d'origine athérosclérotique. L’existence de mutations
somatiques au niveau des leucocytes circulants a été recherchée par séquencage de 56 genes, chez 106
patients (dge médian 82 ans), deux a sept mois apres I’événement. Au méme moment, une échographie
3D des troncs supra-aortiques et un dosage de la CRP ultrasensible (hsCRP) ont été réalisés. La présence
d’une mutation avec une fréquence allélique du variant =2% a été détectée chez 55% des patients et était
associée a une augmentation des taux plasmatiques de hsCRP (2,7 mg/L vs 1,2 mg/L, p=0,0127).
Aucune différence significative n'a cependant été retrouvée concernant le volume athéromateux
carotidien entre les porteurs de CHIP et les non porteurs. Ces résultats sont également observés en
limitant nos analyses aux principaux genes identifiés dans notre cohorte, DNA methyltransferase 3 alpha
(DNMT3A) et Ten eleven translocation 2 (TET2). A noter que les porteurs de CHIP présentaient un
risque de récurrence d’un événement cardiovasculaire trois fois supérieur aux non porteurs. En
conclusion, la présence d’une CHIP est fréquente chez les patients souffrant d'un premier infarctus du
myocarde apres 75 ans et est associée a une inflammation basale plus importante, avec un possible
impact de la taille du clone voire du nombre de mutations détectées chez un méme patient.

TITRE et RESUME en anglais :

Role of Clonal Hematopoiesis of Indeterminate Potential in cardiovascular events: impact on
inflammation and atherosclerosis

Clonal hematopoiesis of indeterminate potential (CHIP) defines the acquisition of somatic mutations in
leukemia-driver genes in hematopoietic cells without any hematological malignancy. This condition has
been associated with atherothrombosis and cardiovascular complications via the induction of a chronic
inflammatory state in mice. The purpose of this study was to evaluate in human the impact of the
presence of a CHIP on inflammation and atherosclerosis in a population of patients aged of at least 75
years and suffering from a first myocardial infarction. The study cohort comprised 106 patients having
a first myocardial infarction from atherosclerosis origin (age 82 [79-87] years). Between two and seven
months after the acute event, CHIP were searched by Next Generation Sequencing of 56 genes. At this
time, supra-aortic trunks ultrasonography with 3D-measurement of atherosclerotic volume and high
sensitive CRP (hsCRP) dosage were performed. CHIP mutations with a variant allelic frequency >2%
were detected in 55% of patients and were associated with a significant increase of hsCRP plasmatic
levels (2.7 mg/L. vs 1.2 mg/L, p=0.0127). However, we did not observed any difference in
atherosclerosis burden between CHIP carriers and no-carriers. These results are also observed when
restricting analysis on the mutations affecting the two main genes, DNA methyltransferase 3 alpha
(DNMT3A) and Ten eleven translocation 2 (TET2). Interestingly, CHIP carriers presented a 3-fold
higher risk of recurrence of cardiovascular event between the first event and the inclusion in the study.
In conclusion, CHIP is common among patients suffering a first myocardial infarction after 75 years
and is associated with a higher chronic inflammatory state, with a possible effect of clone size and
number of mutations detected in a same patient.

MOTS-CLES :

Hématopoiese clonale de potentiel indéterminé ; Inflammation ; Athérosclérose ; Facteurs de risque
cardiovasculaire
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