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Déclaration de liens d’intérêts

Je déclare ne pas avoir de liens d’intérêt



Les 5 étapes de l’analyse NGS en panel

Choix des gènes et des régions à séquencer : exons, jonctions
introns-exons +/- 5’ UTR de gènes impliqués (littérature)
Megy K et al. Curated disease-causing genes for bleeding, thrombotic, and platelet disorders: 
Communication from the SSC of the ISTH. J Thromb Haemost. 2019 Aug;17(8):1253-1260. 

→ ADN dans un format particulier pour le séquençage 

Séquenceur Haut Débit



Les 5 étapes de l’analyse NGS en panel

1.Alignement des séquences sur le génome de 
référence « Mapping » (fichiers .bam/sam)

2.Détection des variants « Variant calling » 
(fichier .vcf)

3.Annotation des variants (fichier .vcf)

4.Analyse (filtres)



Défi : nombre et interprétation des variants

Risques 

→ Expertise clinico-biologique

Si critères de filtre 

Trop stringents
Risque de faux-

négatifs 

Trop permissifs
Risque de faux-positifs 



Défi : nombre et interprétation des variants

Exclusion des variants fréquents 
en population générale

Variants affectant la protéine

Pathogénicité in silico

Adéquation avec : 
- le phénotype 
- mode transmission

/ségrégation

Panel gènes de PPC → # 600 variations/ 
génome de référence 

20-30

0/1/2

Interprétation/
expertise clinico-biologique

Fréquence en Pop. générale <0,1%
Récurrence



Défi : interprétation des variants

2015

ACMG/AMP



Défi : interprétation des variants

2015
8 critères, dont l’impact est modulé 
par la force de l’argument : 
- « supporte » (P) 
- modéré (M)  
- fort (S pour Strong) 
- très fort (VS -Very Strong)

Appliqués aux caractères:
- B : Bénin
- P : Pathogène

BS BP PP PM PS PVS

8 critères

Force argument 



Défi : interprétation des variants

5 classes de pathogénicité : Bénin 
Probablement Bénin 
De Signification Incertaine 
Probablement Pathogène 
Pathogène

Classe 1

Classe 2

Classe 3

Classe 4
Classe 5



Défi : interprétation des variants



Exemple : variant non-sens ITGA2B

Patient d’origine Tunisienne.
Syndrome hémorragique depuis l’âge de 1 an.
Absence d’agrégation plaquettaire à tous les inducteurs.
Diagnostic de thrombasthénie de Glanzmann : aIIbb3 < 5% en CMF

Fréquence en population générale <0,1%

25

?

Récurrence 

Interprétation/
expertise clinico-biologique

510 Variants



Exemple : variant non-sens ITGA2B



Exemple : variant non-sens ITGA2B



Absence dans les bases de variants en population générale.

Exemple : variant non-sens ITGA2B:c.2702C>A, p.Ser901*



Exemple : variant non-sens ITGA2B:c.2702C>A, p.Ser901*

Ross JE et al: Specifications of the variant curation guidelines for 
ITGA2B/ITGB3:ClinGen Platelet Disorder Variant Curation Panel, Blood Adv. 2021 

3/8 critères peuvent être appliqués : 

Données fonctionnelles Non connues

Données de ségrégation Non connues

Données de novo Non connues

Bases de données de variants Non connu

Variant pathogène en trans Variant homozygote

Données en population générale
Bénin si > 0, 14% <0.01 % et absence d’homozygote : Pathogénicité non 

éliminée (PM2 modéré)

Données phénotypiques

Phénotype très spécifique de TG (2 gènes en cause) : 
a) Anamnèse hémorragique cutanéo-muqueuse 
b) Absence aggrégation aux différents inducteurs, 
hormis ristocétine
c) aIIbb3 < 25% en cytométrie en flux
→ Argument spécificité phénotypique fort.

Prédiction de pathogénicité Voir diapo suivante



Exemple : variant non-sens

Ross JE et al, Blood Adv. 2021 

c.2702C>A, p.Ser901*
3) Impact du variant sur la protéine : 
Argument PVS1 « supporte »

L’ensemble des 3 critères évalués 
permet de classer ce variant en 
« Probablement Pathogène ».



Exemple : variant faux-sens

Patiente thrombopénique : #100 G/l
Agrégations plaquettaires et quantification des GP plaquettaires normales
Mère T, 2 filles T depuis l’enfance, et 2 garçons non T
Fille aînée : surdité unilatérale
Fille cadette : anomalies du développement (duplication de novo 10q24.1q25.1)
Thrombopénie macrocytaire avec 23% plaquettes de grande taille (N<10%), 
30% chez fille cadette

Fréquence en population générale <0,1%

22Récurrence 

Interprétation/
expertise clinico-biologique

?

450 Variants



Exemple : variant faux-sens



Exple : variant faux-sens TUBB1: c.1041C>G, p.Asn347Lys



Données fonctionnelles Non connues

Données de novo Non connues

Bases de données de variants Variant de Signification Incertaine

Variant pathogène en trans NA

Données en population 
générale

0,000697 % : Pathogénicité non éliminée
(PM2 modéré)

Données phénotypiques Phénotype non spécifique

Prédiction de pathogénicité Pathogène in silico

Données de ségrégation A évaluer

→Variant de Signification 
Incertaine

Cas fréquent ds les PPC 

Classification ACMG : 

Exple : variant faux-sens TUBB1: c.1041C>G, p.Asn347Lys



PP1 fort

PP1 moyen

PP1 supporté

Données de ségrégation
1) Enquête familiale : fille atteinte
2) Déjà identifié chez 3 autres patients macrothrombopéniques (2 familles)

Variant Probablement Pathogène (adéquation avec le phénotype)

Exple : variant faux-sens TUBB1: c.1041C>G, p.Asn347Lys



Etudes fonctionnelles in vivo ou in vitro montrant un impact délétère du variant 
sur le gène ou son produit

→Variant Probablement Pathogène

Palma-Barqueros et al, Blood Adv. 2021 

Exple : variant faux-sens TUBB1: c.1041C>G, p.Asn347Lys



Exemple : variant faux-sens MYH9

Patiente (40 ans) avec insuffisance rénale.
→ analyse d’exome (+ parents) dans le cadre de sa néphropathie.
Variant de novo : MYH9:c.1271G>A, p.Arg424Gln  conclusion : diagnostic de syndrome MYH9

Phénotype plaquettaire : 
Plaquettes : 149 G/l 
Cytologie plaquettaire : 14% plaquettes de grande taille (1% géantes), absence d’inclusions 
leucocytaires.



Exple : variant faux-sens MYH9:c.1271G>A, p.Arg424Gln 

Données fonctionnelles Non connues

Données de ségrégation NA

Variant pathogène en trans NA

Données en population 
générale

0,000407 % : 
Pathogénicité non 
éliminée (PM2 modéré)

Prédiction de pathogénicité Pathogène in silico

Bases de données de variants ClinVar : déclaré 
« Pathogène » (1 cas), 
argumentaire non précisé

Données de novo OUI

Données phénotypiques
Phénotype en inadéquation avec le 

génotype

→Variant de Signification Incertaine

Classification ACMG : 

→Variant Probablement Pathogène

→Variant de Signification Incertaine

Inadéquation génotype-phénotype : Nécessité de tests fonctionnels



Panel NGS : absence de variation causale identifiée.

Variation de grande taille : CNV (Copy Number Variation) 

4 ans 
120-135G/l depuis l ’âge de 8 mois
Hématomes récurrents depuis l’âge de la marche
2% macroplaquettes (N<10%)
Bilan exploration étiologie thrombopénie négatif.

170 G/l

Leucémie Aiguë 
Myéloïde

180 G/l



Délétion hétérozygote d’un exon du gène RUNX1, confirmée par PCR digitale.

Moyenne profondeur 
de couverture

Variation de grande taille : CNV
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région donnée
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Synthèse d’un ARNm sans l’exon délété : décalage du cadre de lecture  p.(Asp33GlyfsTer20)

Variation de grande taille : CNV

Luo X et al. ClinGen Myeloid

Malignancy Variant Curation Expert

Panel recommendations for germline

RUNX1 variants. Blood Adv. 2019 Oct

22;3(20):2962-2979



170 G/l

Hémopathies

100 G/l

180 G/l

CNV

Absent en pop. générale
Absent des bases de données
Variant « non-sens » PVS1
Absence de ségrégation avec la 
thrombopénie (déjà décrit) 

 CNV de Signification Incertaine

Nécessité de tests fonctionnels

Variation de grande taille : CNV



Conclusion

L’analyse des variations génétiques causales dans les PPC : 
- nécessite une bonne connaissance des gènes impliqués, de la structure des protéines 
synthétisées, des mutations déjà connues, des phénotypes
- une expertise des règles de classification des variants génétiques
- des informations les plus complètes possibles sur le phénotype des patients.

Une meilleure interprétation des variations sera favorisée : 
- Une enquête familiale de coségrégation variation/pathologie
- Des tests fonctionnels +/- sophistiqués : coopération avec des équipes de recherche
- Un partage des informations au sein de bases de données de variants

Permettant in fine une optimisation du diagnostic clinique et donc une meilleure 
prise en charge des patients.
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